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Transkripční faktory TEAD hrají důležitou roli v řízení buněčného růstu 
a diferenciace. Jejich deregulace je spojována s řadou nádorových onemocnění. 
Proteiny TEAD rozpoznávají DNA pomocí vysoce konzervované DNA vazebné 
domény. Ta by mohla představovat slibný cíl terapeutického zásahu pro budoucí 
protinádorová léčiva. 
Cílem této diplomové práce byla produkce DNA vazebné domény transkripč-
ního faktoru TEAD4 prodloužená o nestrukturovanou variabilní část spojující tuto 
doménu s transaktivační doménou. Jako purifikační kroky byla využita afinitní 
chromatografie a gelová permeační chromatografie. Následně byl produkovaný 
protein charakterizován pomocí hmotnostní spektrometrie. Konečným krokem 
bylo použití nativní elektroforézy k ověření schopnosti produkovaného proteinu 
vázat DNA. 
V průběhu purifikace byla pozorována fragmentace produkovaného pro-
teinu od C-konce. Na základě analýzy spektra z hmotnostní spektrometrie byly 
popsány tři nejzastoupenější fragmenty produkovaného proteinu. První z forem 
(55 %) obsahovala aminokyseliny 30–131 proteinu TEAD4, druhá nejzastoupenější 
forma (18 %) obsahovala aminokyseliny 30–144 a třetí forma (16 %) obsahovala 
aminokyseliny 30–81. Na závěr byla u produkovaného proteinu potvrzena schop-
nost vazby DNA, účinnost však byla nižší než očekávaná. Do budoucna je možné 
uvažovat nad změnou délky produkovaného konstruktu pro snížení vlivu fragmen-
tace na relevantnost studií interakce s DNA. 
Klíčová slova: rekombinantní exprese, purifikace proteinu, DNA vazebný protein, 
transkripční faktor, buněčná signalizace, TEAD4, nativní elektrofo-
réza, hmotnostní spektrometrie  
6 
Abstract 
Transcription factors play a key role in the management of cell growth and differ-
entiation and their deregulation is associated with many cancers. TEAD proteins 
utilise highly conserved DNA binding domain to recognise specific DNA sequences. 
This domain could facilitate new drug design and development. 
The goal of this master thesis includes recombinant preparation of DNA 
binding domain of transcriptional factor TEAD4 extended by a part of an unstruc-
tured variable sequence, which connects this domain with transactivation domain. 
Purification steps include affinity chromatography followed by size exclusion chro-
matography. The characterization of produced protein was performed by mass 
spectrometry and finally, native gel electrophoresis was used to prove the ability of 
the produced protein to bind DNA. 
During purification steps, a fragmentation from C-terminus was observed. 
Based on analysis of the mass spectra, three most represented forms of produced 
protein were described all of which were fragmented. The most abundant form 
(55%) consisted of amino acids 30–131 from TEAD4 protein. Second most abun-
dant form (18%) consisted of amino acids 30–144 and the third form consisted of 
amino acids 30–81. Native gel electrophoresis verified the ability to bind DNA, the 
efficiency was however lower than expected. Future improvements could include 
changes in the length of the construct to reduce the effect of fragmentation on the 
relevance of DNA interaction studies. 
Key words: recombinant expression, protein purification, DNA binding protein, 
transcription factor, cell signaling, TEAD4, native electrophoresis, mass 
spectrometry 
[IN CZECH]  
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Seznam zkratek a symbolů 
APS peroxodisíran amonný 
ATTS starší název pro TEA doménu; podle proteinů, ve kterých byla 
nalezena: AbaA, TEC1, TEF-1 a Scalloped 
AXL gen kódující receptorovou tyrosinkinasu 
BIRC2 gen pro bakulovirový inhibitor apoptosy obsahující repetice 
(z angl. „baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing protein“) 
Cdx2 cílový gen proteinu TEAD (z angl. „caudal type homeobox“) 
CTGF gen pro růstový faktor pojivové tkáně 
(z angl. „connective tissue growth factor“) 
Cyr61 gen kódující angiogenní induktor bohatý na cystein 
(z angl. „cystein-rich 61 angiogenic inducer“) 
DBD DNA vazebná doména 
DNA 2-deoxyribonukleová kyselina 
DTT 1,4-dithiothreitol 
EDN gen kódující endotelin (z angl „Endothelin“) 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
ESI-FT-ICR ionizace elektrosprejem a iontově cyklotronová resonance  
s Fourierovou transformací 
Fgfr2 gen pro receptor fibroblastového růstového faktoru  
(z angl. „fibroblast growth factor receptor“) 
Gata3 gen kódující transkripční faktor vázající GATA sekvenci DNA 
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin) ethansulfonová kyselina 
IPTG isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid 
LATS kinasa patřící do Hippo signalizační dráhy 
(z anglického „large tumor suppressor“) 
LB médium Luria-Bertani médium 
M-CAT specifická sekvence DNA, kterou váže TEAD ve svalech 
(z angl. „muscle cytosine, adenine, thymine“) 
Mcl2 cílový gen proteinu TEAD (z angl. „myeloid cell leukemia“) 
MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonová kyselina 
MS hmotnostní spektrometrie 
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NMR nukleární magnetická resonance 
Oct gen pro transkripční faktor vázající oktamer 
(z angl. „octamer-binding transcription factor“) 
PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza 
Pax cílový gen proteinu TEAD (z angl. „paired box“) 
PDZ motiv strukturní motiv aktivační domény YAP proteinu, akronym z názvu 
proteinů, ve kterých byl jako první nalezen (PSD95, Dlg1, zo-1) 
PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid 
RE responzivní elementy 
RHAMM receptor pro hyaluronanem zprostředkovanou motilitu 
(z angl. „receptor for hyaluronan-mediated motility“) 
RNA ribonukleová kyselina 
SDS dodecylsíran sodný 
SOX cílový gen proteinu TEAD (z angl. „SRY-related HMG-box“, kde SRY je 
zkratkou pro „sex-determining region Y“ a HMG „high mobility group“) 
ssDNA jednovláknová 2-deoxyribonukleová kyselina 
TAZ transkripční koaktivátor s motivem vázajícím se na PDZ 
(z angl. „transcriptional coactivator with PDZ-binding motif“) 
TBE pufr Tris-borát-EDTA pufr 
TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosfin 
TEA aktivátor enhanceru pro transkripci 
(z angl. „transcriptional enhancer activator“) 
TEAD rodina transkripčních faktorů obsahujících TEA doménu  
(z angl. „transcriptional enhancer activator domain“) 
TEMED 1,2-bis(dimethylamino)-ethan 
TF transkripční faktor 
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Vg protein Vestigial 
VGLL koaktivátor podobný proteinu Vestigial (z angl. „Vestigial like“) 
YAP koaktivátor proteinu TEAD (z angl. „YES-associated protein“) 
ZEB2 cílový gen proteinu TEAD 




Proteiny TEAD tvoří významnou rodinu transkripčních faktorů, která řídí expresi 
široké palety genů a je tak zapojená do regulace růstu a diferenciace buněk [1,2]. 
Všichni čtyři zástupci sdílí vysoce konzervovanou DNA vazebnou doménu 
a transaktivační doménu, díky které interagují s dalšími koaktivátory. Touto 
formou jsou zapojeny do konzervované Hippo signální dráhy, jejíž poruchy jsou 
spojovány s řadou nádorových onemocnění [3,4]. Transkripční faktory TEAD 
představují možný terapeutický cíl při vývoji protinádorových léčiv. Jedním ze 
způsobů potlačení vlivu těchto proteinů je inhibice jejich vazby na DNA pomocí 
blokace DNA vazebné domény. 
Tato práce se zabývá přípravou DNA vazebné domény TEAD4 prodloužené 
o část variabilní sekvence. Cílem práce je purifikace a charakterizace tohoto pro-
teinu a následné ověření schopnosti vázat DNA. 
Struktura DNA vazebné domény a princip její vazby na DNA již byla objas-
něna a pomocí nukleární magnetické resonance a rentgenové difrakce [5,6]. Ačkoli 
je DNA vazebná doména v rámci jednotlivých zástupců rodiny TEAD téměř iden-
tická, její jednotliví zástupci se mírně liší v preferenci DNA sekvencí. Tento rozdíl by 
mohl být vysvětlen vlivem variabilní sekvence, která spojuje DNA vazebnou do-
ménu s transaktivační doménou. 
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1 Teoretická část 
1.1 Transkripční faktory 
Transkripční faktory (TF) jsou proteiny, které hrají klíčovou úlohu v expresi ge-
nomu [7]. Obecně se tak označují proteiny schopné specificky vázat úseky deoxyri-
bonukleové kyseliny (DNA) a regulovat transkripci – ať už jako aktivátory, nebo 
jako represory [8,9]. Během procesu transkripce dochází k přepisu genetické infor-
mace kódované v DNA do primárního transkriptu, který je pak dále zpracováván 
buňkou až do podoby produktu s biologickou funkcí – tím bývá typicky protein 
(strukturní, katalytický), ale nositelem biologické funkce může být i upravená ribo-
nukleová kyselina (RNA) [10]. 
Tyto řídící jednotky ovlivňují všechny úrovně biologických systémů, ať už se 
jedná o udržování stálosti vnitřního prostředí při odezvě na změny v okolí, prolife-
raci a diferenciaci buněk, tkáňově specifické signální dráhy či kompletní ontogenezi 
organismů [7,8]. Schopnost adaptace a udržení identity jednotlivých buněčných li-
nií je hlavní vlastností mnohobuněčných organismů. Kromě rozdílů v expresi genů 
mezi jednotlivými tkáněmi jsou součástí přirozeného vývoje organizmu i změny 
v expresi v průběhu času, kdy některé geny v pozdějším vývojovém stádiu už po-
strádají svůj účel [7,11,12]. 
Exprese samotných TF je řízena pomocí jiných, vyšších transkripčních fak-
torů, a tak je tvořena komplexní regulační kaskáda interpretace genetické infor-
mace [8]. Lidský genom obsahuje více než 1 600 genů kódujících různé transkripční 
faktory, přičemž pro větší část z nich stále není známá jejich přesná funkce a způsob 
vazby DNA [7]. To je přičítáno dosud nezmapovaným kooperačním interakcím mezi 
více různými TF či mezi TF a nukleosomy. Podíl jednotlivých procesů, které jsou ří-
zeny transkripčními faktory se známou funkcí je ilustrován na Obr. 1, str. 14. 
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Obr. 1 Přehled rozdělení buněčných pochodů regulovaných transkripčními faktory 
se známou funkcí. Upraveno podle [8]. 
Specifické transkripční faktory fungují ve formě multiproteinových kom-
plexů, které zajišťují tři základní kroky vedoucí k přepisu DNA do RNA: 
1. rozvolnění struktury chromatinu a s tím spojené zpřístupnění dosud 
skrytých/blokovaných úseků; 
2. zformování preiniciačního komplexu; 
3. přechod od iniciace transkripce k elongaci [8,13,14]. 
Bylo prokázáno, že poruchy v regulaci exprese na úrovni transkripčních fak-
torů vedou k řadě závažným onemocněním a až třetina vývojových vad je způso-
bena mutací transkripčních faktorů [9,13,15,16]. Mezi nejznámější zástupce těchto 
onemocnění patří rakovina, kdy nadměrná exprese určitých transkripčních faktorů 
zásadně mění chod a regulaci buňky [13,17]. Na TF je tak nahlíženo jako na slibné 
terapeutické cíle, či dokonce prostředky pro opravu deregulovaných buněčných po-
chodů v rámci vývoje nových léčiv [16,18,19]. Z těchto důvodů je v současnosti 
u řady transkripčních faktorů zkoumána jejich struktura, funkce a interakce v rámci 
buněčných procesů. 
1.1.1 Responzivní elementy 
Oblasti, které jsou TF rozpoznávány, jsou označovány jako responzivní ele-
menty (RE) [20]. Tyto úseky se mohou nacházet v přímém sousedství s místem po-
čátku transkripce (promotor), ale i v sekvenčně vzdálené oblasti, která stále hraje 
regulační úlohu při přepisu daného genu [20]. Na Obr. 2, str. 15 je schematické zná-
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zornění jednotlivých RE. Fakt, že se i velmi vzdálené úseky DNA (v některých přípa-
dech vzdálené až 3 miliony párů bazí) mohou podílet na regulaci interakcí v promo-
torové oblasti, je dán prostorovým uspořádáním vlákna DNA, kdy se díky záhybům 
mohou i takto sekvenčně vzdálené úseky k sobě přiblížit [21]. 
 
Obr. 2 Schematické znázornění jednotlivých cis-regulačních úseků, které jsou 
zapojeny do řízení transkripce. Převzato a upraveno dle [22]. 
Promotorem je nazývána sekvence nekódující DNA, zpravidla v přímém sou-
sedství s regulovaným genem, nutná k zahájení transkripce [23]. Samy o sobě jsou 
však schopné tvorby pouze malého množství transkriptu – pro přepis celého genu 
je zapotřebí ostatních složek aparátu. Jejich spolupráce s obecnými transkripčními 
faktory napovídá, že i samotné promotorové oblasti jsou silně konzervované. Nao-
pak mutace těchto úseků jsou často původcem řady onemocnění. Obecné tran-
skripční faktory spolu s RNA polymerasou II tvoří tzv. preiniciační komplex, který 
se váže na jádro promotoru – oblast počátku transkripce [13,22]. Obecně se má za 
to, že promotory nejsou rozhodujícím prvkem variability v přepisu genomu [23]. 
Mezi vzdálenější regulační úseky patří enhancery, což jsou přibližně stovky 
párů bazí dlouhé úseky DNA schopné vazbou specifických TF posilovat transkripci 
regulovaného genu [21,22,24]. Eukaryotní transkripční faktory běžně rozeznávají 
pouze 6–12 párů bazí dlouhé úseky, což naznačuje, že vazba některých transkripč-
16 
ních faktorů na enhancery je ovlivněna přítomností jiných TF (případně dalších ko-
faktorů) [21,24]. Tímto mechanismem může být zaručena tkáňová specifita, či přes-
nější načasování exprese daného genu pro určitou fázi buněčného cyklu [24]. 
Protipólem enhancerů jsou silencery – úseky, které váží represivní faktory 
a tak utlumují promotorovou oblast a v konečném důsledku samotnou tran-
skripci [24]. Může se tak dít prostřednictvím interakcí se samotným transkripčním 
aparátem, nebo výše zmíněnými enhancery. 
Jako izolátory jsou pak označovány části chromatinu, které blokují interakce 
enhancerů či silencerů s promotorovou oblastí [24]. 
Jelikož se regulační úseky DNA nacházejí v relativní (sekvenční) blízkosti 
regulovaného genu, jsou označovány jako takzvané cis-regulační elementy [23]. 
Samotné transkripční faktory jsou však ovlivňují transkripci genů napříč celým 
genomem (tedy i sekvenčně velmi vzdálené úseky) a jsou tedy nazývány jako 
trans-regulační elementy. 
1.1.2 Struktura transkripčních faktorů 
Transkripční faktory se skládají nejméně ze dvou domén – DNA-vazebné domény, 
zajišťující specifickou vazbu na příslušný responzivní element, a efektorové do-
mény, která zajišťuje interakci s dalšími složkami transkripčního aparátu [14,25]. 
1.1.2.1 Efektorová doména 
V případě efektorových domén se konkrétně může jednat o přímou asociaci RNA 
polymerasy k místu transkripce, vazbu kofaktorů, či dalších (obecných i specific-
kých) transkripčních faktorů [7]. Společně pak v rámci takovéhoto multiproteino-
vého komplexu regulují transkripci na více úrovních – od stericky restriktivních in-
terakcí, přes vazbu chromatinu, přestavbu nukleosomu až po kovalentní modifikace 
histonů [7,14]. Způsob regulace zprostředkovaný efektorovou doménou se může 
výrazně lišit na základě vazby různých ko-regulátorových proteinů [14]. Vazba od-
lišných ko-regulátorů je spojena s konkrétním responzivním elementem, na který 
TF právě nasedá. Ač se tedy jedná o funkčně odlišné domény, není možné je studo-
vat jako samostatné jednotky. 
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Konkrétním případem efektorových domén jsou takzvané transaktivační do-
mény, které regulují transkripci díky vazbě s obecnými transkripčními faktory 
a složkami preiniciačního komplexu, jako je TATA-vazný protein, faktory asocio-
vané s TATA-vazným proteinem, TFIIA, TFIIB a TFIIH [14,26]. Byla pozorována čás-
tečná korelace mezi aminokyselinovým složením transaktivačních domén a jejich 
vazbou určitých obecných transkripčních faktorů. Tento způsob rozdělení na zá-
kladě aminokyselinové sekvence ale není možné aplikovat na všechny transakti-
vační domény a spíše se používá jejich rozdělení dle stimulované fáze – stimulace 
iniciace vs. elongace. Strukturní studie dále odhalily, že se transaktivační domény 
řady transkripčních faktorů nacházejí v nestrukturované formě a určitou sekun-
dární strukturu zaujímají až na základě protein–proteinových interakcí s ostatními 
složkami transkripčního aparátu. 
1.1.2.2 DNA vazebná doména 
Úseky, schopné vázat specifické sekvence DNA jsou označovány jako DNA vazebné 
domény – DBD (z angl. „DNA binding domain“). Tyto domény vykazují poměrně jasně 
definované motivy, podle nichž je možné dělení do jednotlivých rodin (Obr. 3) [8]. 
 
Obr. 3 Četnost výskytu jednotlivých motivů DNA vazebných domén transkripčních 
faktorů se známou strukturou. Převzato a upraveno [8]. 
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Tyto motivy také napovídají jakým způsobem transkripční faktory rozeznávají a vá-
žou specifické úseky DNA, či dokonce, který z buněčných pochodů regulují [8]. Na-
příklad TF s DNA vazebnou doménou s motivem homeodomény často regulují vý-
vojové procesy, zatímco TF z rodiny regulující expresi interferonů jsou obecně spo-
jovány s imunitní odezvou na virové infekce. 
Každý z transkripčních faktorů je schopen se vázat na responzivní elementy 
(a tedy i regulovat) stovky až tisíce různých genů, což dále potvrzuje nutnost kom-
plexních regulačních mechanismů pro řízení exprese genů [14,27]. 
1.2 Transkripční faktory TEAD 
Transkripční faktory označované jako TEAD (z angl. „transcriptional enhancer 
asociated domain“) jsou rodina vysoce konzervovaných savčích transkripčních 
faktorů, které hrají klíčovou roli během embryogeneze [1,28]. Tyto TF je možné 
detekovat již ve stádiu 2-buněčného embrya [29]. Napříč obratlovci, bezobratlými 
a dokonce i u jednobuněčných eukaryot je možné nalézt ortologní transkripční 
faktory [1,5]. Jsou nezastupitelné pro správný vývoj srdeční tkáně, kosterního 
svalstva, neurální lišty a trofoektodermu [4,28]. 
Celkem čtyři TF (TEAD1–4) sdílí téměř identickou DNA vazebnou doménu 
lokalizovanou na N-konci proteinu [4,5]. Tato doména se sestává z tří α-helixů, 
které se uskupují do podoby homeodomény. Z porovnání sekvence aminokyselin 
DNA vazebné domény lidského TEAD1 s TEAD2 vychází shoda 97,5 %, pro TEAD3 
98,8 % a pro TEAD4 dokonce 100 % [30]. Ačkoli však jsou DNA vazebné domény 
jednotlivých forem skoro bez rozdílu a samotná doména je postačující pro sek-
venčně specifickou vazbu na DNA, ostatní, sekvenčně více variabilní oblasti tuto 
vazbu ovlivňují [25]. V C-terminální oblasti transkripčních faktorů TEAD se nachází 
další sekvenční úsek s výraznou identitou mezi jednotlivými zástupci [4]. Porovnání 
sekvencí aminokyselin pro jednotlivé formy je uvedeno na Obr. 4, str. 19. 
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Obr. 4 Porovnání sekvencí lidských transkripčních faktorů rodiny TEAD z databáze 
UniProt. Tečky značí identitu aminokyselin, pomlčkou je značeno přerušení sek-
vence. Identifikační kódy pro jednotlivé sekvence jsou uvedeny v závorce – TEAD1 
(P28347-1), TEAD2 (Q15562-1), TEAD3 (Q99594-1) a TEAD4 (Q15561-1). Modře 
je vyznačena DNA vazebná doména, žlutě transaktivační doména. Převzato z [31] 
a upraveno pomocí [32]. 
Bylo prokázáno, že jednotlivé formy těchto transkripčních faktorů jsou tká-
ňově specifické – téměř v každé tkáni byla nalezena alespoň jedna z jeho forem, 
v některých tkáních všechny čtyři formy [1]. 
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Pokusy na myších ukázaly, že bez TEAD1 umírá embryo kolem 11 až 12 dne 
vývoje s mnoha defekty v oblasti srdeční tkáně [33]. V pozdějších fázích embryoge-
neze pak byl TEAD1 nalezen ve vyvíjejících se strukturách střeva, čichového ústrojí, 
ledvin, kosterního svalstva a i nadále v myokardu [34]. 
Exprese TEAD2 byla detekována v již 2-buněčném stádiu embrya a z celé ro-
diny TEAD transkripčních faktorů je jeho exprese v počátku embryogeneze (prv-
ních 7 dní) nejvyšší [30,35]. Jeho hlavní úloha spočívá v řízení vývoje neurální lišty 
[36] a struny hřbetní [37]. V embryonálních buňkách byl TEAD2 detekován ve vy-
víjející se mozkové tkáni, ovšem u dospělých jedinců již nikoli [35]. Naproti tomu 
byla jeho exprese detekována v plicní tkáni a vaječnících [29]. 
TEAD3 byl detekován především v placentě, ovšem přibližně až od 10. dne 
embryonálního vývoje [38]. Určité menší množství je exprimováno v zárodečných 
vrstvách centrální nervové soustavy, ústní a nosní dutiny, zubů, uší, žaludku 
a střeva. 
Transkripčnímu faktoru TEAD4 je věnována celá následující kapitola. 
1.2.1 TEAD4 
TEAD 4 se v rámci vývoje organismu poprvé také objevuje již v 2-buněčném stádiu 
blastomery, což značí, že hraje klíčovou roli v embryonálním vývoji [30]. Prvotní 
experimenty na myším modelu naznačovaly, že TEAD4 je nutný k diferenciaci toti-
potentní blastomery v linii trofoektodermu [39,40]. V myších buňkách trofoek-
todermu byla detekována 27× vyšší exprese TEAD4 než v buňkách embryoblastu 
[39] a u myší s vyřazeným genem pro TEAD4 nedocházelo k expresi genů Eomes 
a Cdx2, které zajišťují správnou diferenciaci v trofoektoderm [41], genu Itgaa7, nut-
ného pro zahnízdění embrya [42], i genů potřebných pro následný vývoj po zahní-
zdění, jako je Fgfr2 [43] a dalších (viz Obr. 5, str. 21). U embryí, u nichž byl gen pro 
TEAD4 vyřazen, se tak nevyvinula prvotní tělní dutina (blastocoel), nebyla schopna 
zahnízdění (nidace) a jejich vývoj tak nemohl pokračovat [40]. 
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Obr. 5 (A) Porovnání normálních buněk obsahujících TEAD4 (+/+) a mutantů 
s vyřazeným genem pro TEAD4 (-/-). U kontrolních buněk jsou patrné velké 
buňky trofoblastu. Mutantní buňky se nebyly schopné přichytit na želatinou 
pokryté misky a nedošlo u nich k růstu trofoektodermu. (B) Rozdíl v expresi 
genů klíčových pro diferenciaci trofoektodermu. Převzato z [36]. 
Novější výzkum ovšem ukázal, že TEAD4 není přímým řídícím faktorem ex-
prese těchto genů spojovaných s diferenciací trofoektodermu, ale pravděpodobně 
jeho úloha spočívá v udržení optimálních podmínek během energetických změn uv-
nitř buňky [44]. Před samotným zformováním blastocoelu embryo mění svůj pri-
mární zdroj energie z pyruvátu a laktátu na glukosu, což vede ke zvýšené spotřebě 
kyslíku [45]. Oxidativní fosforylace, která v této fázi vystupuje do popředí, přináší 
také zvýšenou produkci reaktivních forem kyslíku [46,47]. Bylo ukázáno, že po sní-
žení koncentrace kyslíku z 21 % na pouhých 5 % docházelo k formaci prvotní tělní 
dutiny (blastocoel) a expresi genů asociovaných s diferenciací trofoektodermu 
i v myších embryích, které měly gen pro TEAD4 vyřazený [44]. Dle výsledků této stu-
die tak TEAD4 napomáhá regulovat oxidativní stres a snižovat množství reaktivních 
forem kyslíku, které vznikají uvnitř buněk během formování prvotní tělní dutiny. 
Fluorescenčním značením bylo zjištěno, že TEAD4 se jako jediný z rodiny 
transkripčních faktorů TEAD nachází jak v jádře, tak i v mitochondriích (viz Obr. 6, 
str. 22) [44]. 
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Obr. 6 Srovnání fluorescenčního značení specificky pro jednotlivé formy 
transkripčních faktorů TEAD. (A) Specifické barvení DNA modře. (C) – (J) Zeleně 
jsou barveny proteiny TEAD, červeně pak mitochondrie. Pouze u TEAD4 je možné 
pozorovat překryv výskytu tohoto proteinu s výskytem mitochondrií – na 
sloučeném obrázku (B) oranžově. Převzato a upraveno dle [44]. 
 
Obr. 7 Specifické barvení mitochondrií u buněk s aktivním genem pro TEAD4 
(lox/lox) a u buněk s vyřazeným genem pro TEAD4 (-/-). 
Červeně – mitochondrie s vysokým membránovým potenciálem, zeleně 
– mitochondrie s nízkým membránovým potenciálem. Pro separaci těchto spekter 
byly použity filtry pro rhodamin a fluorescein. Spojením obou fluorescenčních 
signálů do jedné vrstvy je pak vidět celkový stav mitochondrií v buňce (oranžově). 
Převzato a upraveno dle [44]. 
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Na Obr. 7, str. 22 je vidět specifické barvení vůči membránovému potenciálu 
mitochondrií, díky kterému je patrné, že u buněk s vyřazeným genem pro TEAD4 
dochází k výraznému úbytku aktivních mitochondrií. V diferencujících buňkách tro-
foektodermu je tak TEAD4 nutný k udržení mitochondriální homeostázy [44]. 
Hlavní úloha TEAD4 tedy může spočívat v udržování energetické ho-
meostázy a správné funkce mitochondrií v počátečních stádiích embryonálního vý-
voje. Dále ve vývoji však TEAD4 ztrácí svou nepostradatelnost, jelikož jeho vyřazení 
po zahnízdění embrya nijak neovlivní normální průběh ontogeneze [2]. 
V pozdějším stádiu vývoje organismů je TEAD4 součástí regulace genů 
kosterního svalstva [38]. 
1.2.2 DNA vazebná doména 
Tato 72 aminokyselin dlouhá doména zodpovědná za vazbu DNA je označovaná 
jako TEA doména (z angl. transcriptional enhancer activator), či ATTS – podle prv-
ních písmen názvů proteinů, ve kterých byla tato doména poprvé identifiko-
vána [48]. Jedná se o proteiny AbaA (Aspergillus nidulans), TEC1 (Saccharomyces  
cerevisiae), TEAD1 a Scalloped (Drosophila). 
Studium její struktury pomocí nukleární magnetické resonance (NMR) odha-
lilo, že se jedná o globulární protein složený z trojice α-helixů (H1, H2, H3) vzájemně 
propojenými dvěma β smyčkami spolu s řadou nestrukturovaných oblastí (Obr. 8, 
str. 24) [5]. První dva helixy jsou v téměř antiparalelním uspořádání, helix H3 pak 
slouží k celkové stabilizaci struktury a samotné vazbě na DNA (díky absenci záporně 
nabitých aminokyselin). V části třetího helixu, která je odhalená, je i trojice serinů 
(S-65, S-66 a S-76), jejichž fosforylací dochází k snížení schopnosti vázat DNA. 
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Obr. 8 Struktura TEA domény získaná pomocí NMR. A – stužkový model 
s vyznačenými helixy (H1, H3, H3); B – detail na helix H3 s vyznačením 
hydrofobních aminokyselinových zbytků [5]. 
Dále bylo prokázáno, že i první smyčka L1 (spojující helix 1 a 2) má podíl na 
vazbě DNA [6]. Zkrácení této smyčky sice nezabrání samotné vazbě na DNA, či 
tvorbě homodimeru, ten ale není schopen vázat DNA kooperativně na opakujících 
se sekvencích (Obr. 9). 
 
Obr. 9 Schematické znázornění vlivu smyčky L1 na kooperativní vazbu 
opakujících se sekvencí DNA. Napravo je znázorněn dimer vzniklý 
z mutantních proteinů se zkrácenou smyčkou L1 [6]. 
Vazba probíhá na dvou místech – α-helix H3 se váže do velkého žlábku, 
zatímco smyčka L1 společně s oběma β obrátkami pak do malého žlábku [49]. 
Mutačními testy byly odhaleny klíčové aminokyseliny nutné k vazbě na DNA (viz 
Obr. 10, str. 25). 
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Obr. 10 Model krystalové struktury DNA vazebné domény TEAD4 s M-CAT 
elementem. Struktura DNA vazebné domény je znázorněna zeleně, DNA je 
znázorněna šedivě. Fialově jsou vyznačeny aminokyseliny, jejichž mutace 
znemožňuje vazbu DNA. Převzato a upraveno [49]. 
Na základě této struktury, byla TEA doména zařazena do rodiny transkripč-
ních faktorů s motivem homeodomény [5]. 
1.2.2.1 Vazebný motiv 
Poprvé byla TEAD rodina transkripčních faktorů nalezena při vazbě na enhancer 
opičího viru SV40 v lidských HeLa buňkách na sekvenci označované jako GT-II mo-
tiv [50]. Pro samotnou vazbu DNA vazebné domény je pak konkrétně klíčová sek-
vence 5‘-TGGAATGT-3‘ [5]. 
Dalším vazebným motivem je skupina tzv. M-CAT elementů (z angl. „muscle 
cytosine, adenosine, thymine“), které se nachází v regulačních oblastech genů speci-
fických pro srdeční svalovou tkáň, či buňky hladkého a kosterního svalstva [51,52]. 
Mezi konkrétní zástupce patří srdeční troponin T, těžký řetězec β-myosinu či α-ak-
tin v hladkém i kosterním svalstvu [51]. Klíčovou sekvencí M-CAT elementů je 
5‘-CATTCCT-3‘. Je možné, aby se tato sekvence v promotorové oblasti nacházela i ví-
cekrát – pokud je to stericky možné, váží pak transkripční faktory TEAD tyto úseky 
kooperačně v formě homodimeru. 
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Nejvyšší afinita pro izolovanou TEA doménu byla zatím zjištěna pro obecnou 
sekvenci 5‘-N(A/T/G)G(A/T/C)ATNT-3‘, kde N značí libovolnou bázi [5]. Ve všech 
případech se musí jednat o dvouřetězcovou DNA [53]. Na Obr. 11 je schematicky 
znázorněna relativní četnost jednotlivých bazí v dosud identifikovaných vazebných 
sekvencích pro TEAD4. 
 
Obr. 11 Relativní četnost bazí ve vazebné sekvenci pro TEAD4. Převzato 
a upraveno [54]. 
1.2.3 Transaktivační doména 
Jelikož transkripční faktory TEAD neobsahují samy o sobě aktivační doménu, která 
by byla schopna přímo ovlivňovat transkripci, spoléhají na regulaci pomocí koakti-
vátorů [1,55]. Úsek, pomocí kterého k této vazbě dochází, je označován jako trans-
aktivační doména. 
Struktura této domény je zatím známa pro TEAD1, 2 a 4. Ta je ve všech pří-
padech stejná a skládá se ze dvou β-skládaných listů (jeden tvořen pěti antiparalel-
ními vlákny a druhý sedmi paralelními i antiparalelními vlákny) a dvou helix-turn-
-helix motivů [56–58]. 
Důležitým prvkem pro funkčnost transaktivační domény je posttranslační 
modifikace cysteinu, na kterém dochází k S-palmitoylaci [59,60]. Tato reversibilní 
kovalentní modifikace přispívá ke stabilitě celé transkativační domény a napomáhá 
její vazbě s koaktivátory. 
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1.2.4 Koaktivátory 
Jako koaktivátory transkripčních faktorů TEAD byly doposud identifikovány pro-
teiny skupiny YAP a jeho paralogu TAZ, VGLL proteiny a rodina nukleárních recep-
torů p160 [1]. Na Obr. 12 jsou vybrané koaktivátory zobrazeny ve vazbě na trans-
aktivační doménu TEAD. 
 
Obr. 12 Modely krystalových struktur transaktivační domény TEAD (modře a bíle) 
s vybranými koaktivátory. (A) YAP (oranžově); (B) TAZ (okrově); (C) VGLL1 
(žlutě); a pro dimery (D) TAZ (okrově a červeně) a (E) VGLL4 (fialově). Převzato 
a upraveno [3]. 
1.2.4.1 YAP 
Protein YAP (z angl. „Yes associated protein“) byl prvním objeveným koaktivátorem 
pro transkripční faktory TEAD [55]. Jedná se o vícedoménový protein konzervo-
vaný napříč eukaryotními organismy [61]. 
Schopnost interakce s transkripčními faktory zajišťuje TEAD-vazebná do-
ména lokalizovaná na N-konci. Dle konkrétní isoformy za ní následuje jedna, či dvě 
WW domény, které hrají roli v dalších protein-proteinových interakcích (například 
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s kinasami LATS1/2). Dále v sekvenci se nachází krátký SH3 vazný motiv a transak-
tivační doména [57,62]. Na samotném C-konci YAP se nachází pětice aminokyselin 
(FLTWL), které jsou schopné interagovat s PDZ doménami proteinů ZO-1 a ZO-2 
a jenž zároveň hrají důležitou roli v translokaci do buněčného jádra [4,63]. Schéma-
tické znázornění jednotlivých domén je uvedeno na Obr. 13. 
 
Obr. 13 Doménová struktura pro isoformy YAP1 a 2. Fialově je vyznačena TEAD 
vazebná doména a v něm přítomný serin-127, který je podstatný pro buněčnou 
lokalizaci YAP. Dále jsou vyznačeny WW domény, oranžová značí SH3 vazný 
motiv, žlutá transaktivační doménu a modře je znázorněn PDZ vazebný motiv. 
Převzato a upraveno [64] 
Množství YAP přítomného v buňce je limitujícím faktorem transkripční akti-
vity genů řízených transkripčními faktory TEAD [55]. Zároveň se většina YAP nachází 
v cytoplasmě, zatímco proteiny TEAD jsou lokalizovány v jádře. Poměr, v jakém je 
YAP distribuován mezi jádrem a cytoplasmou, má vliv na osud buňky – stimuluje pro-
liferaci a zabraňuje apoptose [65]. Transkripční aktivita cílových genů pro TEAD je 
přes tento poměr regulována prostřednictvím vysoce konzervované signalizační 
dráhy Hippo [66]. Pokud je tato dráha aktivní, přenáší se signál až na kinasy LATS1/2, 
které fosforylují YAP na serinu-127 – tím je stimulována vazba YAP na protein 14-3-3, 
jenž udržuje YAP v cytoplasmě a tím inhibuje jeho aktivitu [55,66,67]. Stimulem ke 
změně této rovnováhy může být v některých tkáních i jejich poškození – YAP (i TAZ 
– viz. kap. 1.2.4.2) se tak podílí na regeneraci tkáně [65]. Alternativně pak může být 
YAP fosforylován na serinu-381, což vede k další fosforylaci pomocí kasein kinasy 1 
a následné ubikvitinaci a degradaci celého proteinu [67]. 
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1.2.4.2 TAZ 
Protein TAZ (z angl. „transcriptional coactivator with PDZ-binding motif“) je homolo-
gem YAP s cca 50% identitou v sekvenci a velmi podobnou topologií [67,68]. 
Stejně jako YAP obsahuje i protein TAZ N-koncovou TEAD vazebnou do-
ménu, která ovšem u proteinu TAZ neobsahuje smyčku PXXOP (kde O značí libovol-
nou hydrofobní aminokyselinu), WW doména je obsažena pouze jedna [69,70]. 
Transaktivační doména je pak shodně s YAP zakončena TBZ vazným motivem. Lo-
kalizace tohoto proteinu je také řízena přes Hippo signální dráhu, kdy je po fosfory-
laci serinu-89 stimulována vazba na protein 14-3-3 a TAZ je tak zadržován v cyto-
plasmě [68]. 
Stejně jako YAP, interaguje i TAZ se všemi čtyřmi transkripčními faktory 
TEAD, ovšem s rozdílnou afinitou [69]. Pokusy na myších ukázaly, že po odstranění 
genu pro YAP dochází k přerušení vývoje ještě ve stádiu embrya, zatímco myši s vy-
řazeným genem pro TAZ umíraly až po narození na komplikace spojené s ledvino-
vými cystami a rozedmou plic [70,71]. To značí, že role těchto dvou koaktivátorů je 
v organismu zřejmě odlišná. 
1.2.4.3 VGLL 
Koaktivátory VGLL (z angl. Vestigial like) získaly svůj název podle transkripč-
ního koaktivátoru Vestigial, který byl poprvé nalezen v Drosophile jako klíčový re-
gulátor vývoje křídel [1]. Konzervovaný, 25 aminokyselin dlouhý motiv je jediný, ve 
kterém se tato dvojice proteinů shoduje. Zároveň se jedná o jedinou definovatelnou 
doménu VGLL proteinů, ostatní oblasti jsou nestrukturované. Vestigial doména tedy 
VGLL proteinům propůjčuje schopnost interakce s transkripčními faktory TEAD 
a stimulace exprese genů. Celkem čtveřice VGLL proteinů vykazuje částečnou tká-
ňově specifickou expresi [1,72]. U lidí je VGLL1 exprimován v plicích, srdci a ledvi-
nách plodu a částečně také v placentě. VGLL2 převažuje v kosterním svalstvu a spíš 
než buněčnou proliferaci řídí diferenciaci aktivací genů specifických pro svalovou 
tkáň. Hlavní tkání pro VGLL3 je placenta, dále byl detekován i v kosterním svalstvu, 
srdci, ledvinách, mozku a játrech. Expresi VGLL4 se podařilo detekovat v řadě tkání, 
jeho specifita spočívá v tom, že jako jediný obsahuje dvojici Vestigial domén. Tento 
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protein je schopen kompetovat s proteiny YAP a TAZ o vazbu na TEAD. Kromě své 
role transkripčního koaktivátoru je také součástí regulace apoptosy. 
1.3 Cílové geny pro TEAD a jejich funkce 
Transkripční faktory TEAD hrají roli především v proliferaci buněk, jejich diferen-
ciaci, tkáňové homeostáze a bránění apoptose, a to již od samotného počátku vývoje 
organismu [73]. Regulované geny lze rozdělit do dvou základních kategorií. První 
kategorie zahrnuje geny potřebné pro růst a vývoj tkání, exprimované především 
v kosterním svalstvu, hladkém svalstvu stěn cév a myokardu [1,66]. Do druhé kate-
gorie se pak řadí geny spojené s neřízenou proliferací, invazivností a tvorbou me-
tastází [65,74]. 
Jedním z prvních objevených cílových genů byly CTGF (z angl. „connective  
tissue growth factor“), a Cyr61 (z angl. „cystein-rich 61“), což jsou geny pro 
extracelulárně exprimované proteiny, jenž jsou schopny modulovat interakce mezi 
buňkami, jejich adhezi či proliferaci za pomoci řady cytokinů a růstových faktorů  
[75–77], oba také způsobují rezistenci na chemoterapeutikum Taxol [78]. Úroveň 
exprese CTGF je úzce spjata s množstvím kolagenu v pojivové tkáni a jeho 
nadměrná aktivace vede ke vzniku fibrotických poruch [77,79]. Exprese CTGF může 
být spojena s růstem nádorů (akutní lymfoblastická leukemie, rakovina prsu, 
slinivky a žaludku) či naopak se supresí nádorového bujení (rakovina konečníku, 
plic a vaječníků) [80]. Nadměrná exprese CYR61 je spojována s progresí rakoviny 
vaječníků nebo invazivností a tvorbou metastází u rakoviny prsu [81,82]. 
Dalšími geny spojenými s buněčnou proliferací jsou například tyrosin kinasa 
kódovaná genem AXL, jenž hraje roli v nádorové signalizační kaskádě hepatocelu-
lárního karcinomu, jeho proliferaci a šíření [83]. Dále pak geny EDN1/2 kódující 
endothelin regulují správnou funkci ledvin, rovnováhu iontů a proliferaci 
hepatocytů, která je spojena i s genem c-MYC (míra jeho exprese je řízena EDN1) 
[74,84]. Zvýšená exprese EDN1/2 a c-MYC má přímou souvislost s rakovinou ledvin. 
Jistou roli má pak EDN1 i ve vzniku nádoru močového měchýře. A nadměrná 
exprese RHAMM (z angl. „receptor for hyaluronan-mediated motility“) vede ke 
vzniku, proliferaci a tvorbě metastáz rakoviny prsu [85]. 
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Ještě větší spojitost s nádorovými onemocněními mají geny bránící diferen-
ciaci buněk, například geny pro Oct-3/4 a Nanog, jenž hrají důležitou roli v sebeob-
novovacím procesu pluripotentních embryonálních kmenových buněk a mohou již 
diferencovanou buňku uvést opět do stavu embryonální kmenové buňky [86,87]. 
Zvýšená exprese Nanog ovlivňuje negativní zpětnou vazbou aktivitu TEAD2. Také 
pomocí genu SOX9 jsou buňky schopné přecházet zpět do stavu kmenových buněk, 
dochází k proliferaci nádorů a tvorbě metastází [88]. 
Jiné geny jsou naopak zodpovědné právě za buněčnou diferenciaci. K tako-
vým genům, jejichž exprese je indukována transkripčním faktorem TEAD4, se řadí 
Cdx2 a Gata3 [40,89]. Ty spolu s dalšími geny řídí přeměnu embryonálních kmeno-
vých buněk v linii trofoektodermu – mimo jiné také potlačením exprese již zmíně-
ného Oct4. Selektivní diferenciace vnějších buněk embrya je způsobena tím, že ex-
prese Cdx2 je inhibována mezibuněčným kontaktem [90]. V embryogenezi je dalším 
příkladem Pax3, který se účastní vzniku neurální lišty a řady svalů [36]. 
Další geny jsou schopné zvrátit buněčný osud – exprese CDK6 zabraňuje bu-
něčnému stárnutí a potlačuje účinky chemoterapeutika Pemetrexed [91]. Geny z ro-
diny inhibitorů apoptosy, jako je například Survivin, BIRC2 a MCL1, pozměňují akti-
vitu caspasy-3 a poly-(ADP)-ribosa-polymerasy (PARP) [84]. 
Genem ZEB2 je kódován DNA vázající transkripční represor, který zabraňuje 
progresi mezi dvěma typy rakovin plic [92]. 
1.3.1 Role proteinů TEAD v nádorových onemocněních 
Geny, řízené pomocí transkripčních faktorů z rodiny TEAD napomáhají růstu a pro-
liferaci buněk, jejich diferenciaci, zpomalují stárnutí či inhibují apoptosu [2,75,84]. 
Všechny tyto důležité procesy však mohou přerůst v závažné komplikace, pokud 
nejsou správně řízeny. Pokud si buňka osvojí schopnosti rychlého dělení, unikání 
řízené buněčné smrti a vlastnosti podobné kmenovým buňkám, dává tak počátek 
nádorovému bujení. 
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Mezi řadou typů rakovin – jako například rakovina prostaty, prsu, vaječníků, 
žaludku, konečníku, ledvin, plic či střev – byla nalezena zvýšená aktivita transkripč-
ních faktorů TEAD, spolu s vyšší přítomností jejich koaktivátorů YAP/TAZ v jádře 
[1,3,67].Jedním z důvodů takové situace může být porucha v již výše zmíněné Hippo 
signalizační dráze (viz Obr. 14). Jedná se o dráhu vysoce konzervovanou napříč eu-
karyotními organismy, jež hraje důležitou roli v regulaci velikosti orgánů 
[65,67,68]. Tato signalizační dráha je řízena kaskádou kináz, jejímž konečným účin-
kem je fosforylace YAP na serinu-187 (případně TAZ na serinu-89). Díky tomu je 
YAP/TAZ ve vazbě na protein 14-3-3 zadržován v cytoplasmě a nemůže tak intera-
govat s jadernými transkripčními faktory TEAD. Pokud je však dráha porušena 
a protein YAP/TAZ není fosforylován, spouští v jádře spolu s TEAD transkripci 
svých cílových genů, což může vést až ke vzniku nádorových onemocnění. 
 
Obr. 14 Nádorová onemocnění vzniklá porušením některého z článků Hippo 
signální dráhy. Převzato a upraveno [93]. 
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2 Cíle práce 
▪ příprava DNA vazebné domény proteinu TEAD4 v bakteriálním expresním 
systému E. coli 
▪ purifikace a charakterizace produkovaného proteinu 
▪ ověření schopnosti produkovaného proteinu vázat DNA 
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3 Materiály a metody 





1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED) Sigma-Aldrich, USA 
1,4-dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA 
2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 
3-(N-morfolino)propansulfonová kyselina (MOPS) Sigma-Aldrich, USA 
agar Oxoid, UK 
akrylamid Serva, Německo 
boritá kyselina Merck, Německo 
bromfenolová modř Serva, Německo 
Coomassie Brilliant Blue R-250 VWR International, USA 
dihydrogenfosforečnan draselný Lach-Ner, ČR 
dodecylsíran sodný (SDS) Avantor, USA 
ethanol VWR International, USA 
extrakt z kvasnic VWR International, USA 
fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) Serva, Německo 
GelRed barvivo Biotium, USA 
glycin Sigma-Aldrich, USA 
chloramfenikol Jersey Lab Supply, USA 
chlorid kobaltnatý hexahydrát VWR International, USA 
chlorid sodný Lach-Ner, ČR 
imidazol Fluka chemika, Švýcarsko 
isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) VWR International, USA 
kanamycin Serva, Německo 
kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) VWR International, USA 
kyselina octová VWR International, USA 
methanol Lach-Ner, ČR 
N,N-methylen-bis-akrylamid Sigma-Aldrich, USA 
peroxodisíran amonný (APS) VWR International, USA 
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Precision Plus Protein™ Unstained Standards Bio-Rad, USA 
Pre-Stained Protein Standard SeeBlue™ Plus2 Invitrogen, USA 
směs inhibitorů proteas Sigmafast™ Protease 
Inhibitor Coctail Tablets, EDTA-Free 
Sigma-Aldrich, USA 
thrombin EMD Millipore Corp, USA 
Tris Lach-Ner, ČR 
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) VWR International, USA 
Trypton Oxoid, UK 
voda (LC/MS čistota) EMD Millipore Corp, USA 
3.1.2 Bakteriální kmeny 
Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL; 
Genotyp: F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr gal λ(DE3) 
endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr ] 
Stratagene, USA 
3.1.3 Vektory a oligonukleotidy 
pET-28a(+)-TEAD4-DBD long 
vloženo mezi místo EcoR1 a Nde1 
Generey, Čína 
CTGF f (5´-AGT CAC ATT CCT CCG-3´) IDT, USA 
CTGF r (5´-CGG AGG AAT GTG ACT-3´) IDT, USA 
3.1.4 Pufry a roztoky 
akrylamidová směs pro 
SDS-PAGE (30%) 
70% (v/v) H2O; 29% (w/v) akrylamid; 1% (w/v) 
N,N-methylen-bis-akrylamid 
barvicí roztok pro 
SDS-PAGE gely 
4 % (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octová; 0,25% 
(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 
lyzační pufr 1 25mM KH2PO4; 0,5M NaCl; 1mM 2-merkaptoethanol; 
pH 7,4; přefiltrováno 
lyzační pufr 2 25mM HEPES; 0,5M NaCl; 1mM 2-merkaptoethanol; 
pH 7,4; přefiltrováno 
eluční pufr lyzační pufr; 0,2M imidazol; pH 7,4; přefiltrováno 
HEPES pufr 20mM HEPES; 150mM NaCl; 1mM TCEP; pH 7,4; 
přefiltrováno 
36 
LB médium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic; 
1% (w/v) NaCl; pH 7,4; sterilizováno 
LB médium s agarem 1,25% (w/v) agar v LB médiu; sterilizováno 
odbarvovací roztok pro 
SDS-PAGE gely 
55% (v/v) H2O; 35% (v/v) CH3CH2OH; 
10% (v/v) CH3COOH 
promývací pufr lyzační pufr; 30mM imidazol; pH 7,4; přefiltrováno 
TBE pufr, 10× koncentrovaný 0,89M Tris; 0,89M H3BO3; 0,02M EDTA; pH 8,3 
TFB I 30mM CH3COOK; 100mM RbCl; 50mM MnCl2; 
10mM CaCl2; 15% glycerol; pH 5,8 
TFB II 10mM MOPS; 10mM RbCl; 75mM CaCl2; 15% glycerol; 
pH 6,8 
Tris-Glycin SDS pufr komerční výrobek firmy Bio-Rad, USA 
vzorkový pufr pro nativní 
elektroforézu, neredukující 
10mM Tris; 0,03% (w/v) bromfenolová modř; 
60% (v/v) glycerol; 60mM EDTA;  pH 7,6 
vzorkový pufr pro SDS-PAGE 
2× koncentrovaný, redukující 
50mM Tris; 12% (v/v) glycerol; 4% (w/v) SDS; 
0,1% (w/v) bromfenolová modř; 100mM DTT, pH 6,8 
3.2 Použité přístroje 
analytické váhy ML 104/01 Mettler Toledo, ČR 
automatické pipety Gilson, USA; 
Thermo Scientific, USA; 
Mettler Toledo, Švýcarsko  
centrifuga 5415R Eppendorf, Německo 
centrifuga 5920R Eppendorf, Německo 
centrifuga Avanti J-26 XP Beckman Coulter, USA 
centrifuga stolní Mini spin Eppendorf, Německo 
centrifuga stolní VSMC-13 Shelton Scientific, USA 
fotodokumentační box ChemiDoc MP 
Universal Hood III 
Bio-Rad, USA 
hmotnostní spektrometr solariX XR Bruker Daltonics, Německo 
homogenizátor EmulsiFlex-C3 Avestin, Kanada 
chromatografický systém NGC Quest 10 Bio-Rad, USA 
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inkubátor MCO-170AICUV-PE Panasonic, Japonsko 
kolona ENrich SEC 70 10 × 300 mm Bio-Rad, USA 
kolona Protein MicroTrap Michrom BioResources, USA 
koncentrátor Amicon Ultra-0,5 Ultracel 
– (0,5 ml, MWCO 3000) 
Merck, Německo 
koncentrátor Amicon Ultra-15 Ultracel 
– (15 ml, MWCO 3000) 
Merck, Německo  
magnetická míchačka C-MAG HS 10 digital Ika, Německo 
membránové filtry Durapore PVDF 0,45 μm Merck, Německo 
nosič TALON Superflow Metal Affinity Resin Takara Bio, USA 
peristaltická pumpa Econo gradient pump Bio-Rad, USA 
pH elektroda InLab Expert Mettler Toledo, Švýcarsko 
předvážky HF-1200G AND, USA 
sběrač frakcí BioLogic™ BioFrac Bio-Rad, USA 
sonikační lázeň Elmasonic S 30 H Elma Schmidbauer, 
Německo 
souprava pro NATIVE-PAGE SE250/SE260 Hoefer, USA 
souprava pro SDS-PAGE Bio-Rad, USA 
spektrofotometrický detektor LCD 5000 Ingos, ČR 
spektrofotometr DeNovix DS-11 FX+ DeNovix, USA 
stříkačka Hamilton, USA 
termostat Pol-eko, Polsko 
termostat s třepačkou Thermomixer comfort Eppendorf, Německo 
třepačka Multitron Pro Biotrade, ČR 
ultrazvukový homogenizátor UP200S Hielscher, Německo 
vortex MS 3 digital Ika, Německo 
zdroj napětí PowerPac Universal Bio-Rad, USA 
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3.3 Použité metody 
3.3.1 Produkce 
3.3.1.1 Příprava kompetentních buněk 
Do 10 ml sterilního LB média s 10 µl chloramfenikolu bylo přidáno 100 µl suspenze 
buněk Escherichia coli BL21 (DE3) CodonPlus – RIPL z kryokonzervy. Kultura byla 
ponechána třepat do druhého dne při 37 °C a 200 ot./min. 
Druhý den bylo 100 ml sterilního LB média s chloramfenikolem očkováno 
1,5 ml noční kultury a následně bylo inkubováno při 37 °C a 200 ot./min. Průběžně 
byla měřena OD600 proti vodě až do dosažení OD600 = 0,8–0,9. Poté byla kultura pře-
lita do 2 falkon o objemu 50 ml předem předchlazených z mrazáku (–20 °C). 
Falkony byly centrifugovány na 3 000× g při 4 °C po dobu 10 min. Každá pe-
leta byla resuspendována v 15 ml roztoku TFB I a ponechána inkubovat 20 min na 
ledu. Následovala druhá centrifugace na 3 000× g při 4 °C po dobu 10 min. Poté byla 
peleta v jedné z falkon resuspendována ve 4 ml roztoku TFB II, suspenze byla pře-
nesena do druhé falkony a byla resuspendována i druhá peleta. 
Na závěr byla buněčná suspenza rozdělena pomocí automatické pipety do 
sterilních a předchlazených mikrozkumavek po 100 µl, na 2 h ponechána zamrazit 
do mrazáku při –20 °C a poté přendána do mrazáku o teplotě –80 °C, kde byly kom-
petentní buňky dlouhodobě skladovány. 
3.3.1.2 Transformace kompetentních buněk 
Byl použit vektor pET 28(a)-TEAD4-DBD long, ve kterém je sekvence pro tento pro-
tein vložena mezi úseky pro restrikční endonukleasy Ndel a EcoRI. Dále konstrukt 
obsahuje lac operon, sekvence kódující rezistenci vůči antibiotikům kanamycinu 
a chloramfenikolu a samotný protein je rozšířen o polyhistidinovou kotvu připoje-
nou přes štěpné místo pro thrombin. 
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Kompetentní buňky E. coli BL21 (DE3) CodonPlus – RIPL byly ponechány 
rozmrznout na ledě. Po rozmrznutí bylo k buňkám přidáno 0,5 µl vektoru a su-
spenze byla ponechána 20 min na ledě. Přechod vektoru do buněk byl proveden te-
pelným šokem v termobloku při teplotě 42 °C po dobu 45 s. Ihned poté byly buňky 
opět přendány na led. V blízkosti zapáleného kahanu byl přidán 1 ml sterilního LB 
média bez antibiotik a buňky byly ponechány růst 1 h při 37 °C za stálého míchání 
300 ot./min v termobloku. 
Po uplynutí 1 h byly mikrozkumavky centrifugovány ve stolní centrifuze 
3 min na 1 000× g. Bylo odebráno 600 µl supernatantu a ve zbylém objemu byla pe-
letka resuspendována. Následně bylo 35 µl vzniklé suspenze rozetřeno sterilní klič-
kou na Petriho misku s tuhým LB médiem (s agarem) obsahujícím kanamycin 
(50 µg/ml) a chloramfenikol (35 µg/ml). Miska byla ponechána v inkubátoru přes 
noc při 37 °C dnem vzhůru. 
K transformaci byla provedena i negativní kontrola, která se od uvedeného 
postupu lišila pouze tím, že k buňkám bylo místo vektoru přidáno 0,5 µl deionizo-
vané vody. 
3.3.1.3 Test produkce proteinu TEAD4-DBD long 
Do 8 skleněných zkumavek bylo přidáno po 1 ml sterilního LB média, ke kterému 
byla přidána antibiotika kanamycin (50 µg/ml) a chloramfenikol (35 µg/ml). 
Z transformovaných buněk kultivovaných na tuhém LB médiu na Petriho misce (viz 
kap. 3.3.1.2) bylo vybráno 8 kolonií, kterými byla média očkována. Kultury byly in-
kubovány přes noc při 37 °C a třepání 200 ot./min. 
Z každé zkumavky s noční kulturou byly očkovány (přenesením 20 µl noční 
kultury) dvě zkumavky obsahující 1 ml LB média s kanamycinem (50 µg/ml) a chlo-
ramfenikolem (35 µg/ml). Těchto celkem 16 zkumavek bylo ponecháno třepat 2 h 
při teplotě 37 °C a třepání 200 ot./min. Následně byl vždy k jedné z dvojice kultur 
přidán roztok isopropyl ß-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) do výsledné koncen-
trace 0,05 mM. Všechny zkumavky byly inkubovány další 2 h opět při 37 °C 
a 200 ot./min. 
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Dále byl z každé zkumavky odebrán 1 ml kultury, která byla centrifugována 
na stolní centrifuze při 1 000× g po dobu 5 min. Bakteriální peleta byla resuspendo-
vána ve 100 µl 1× koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Tyto 
vzorky pak byly analyzovány pomocí elektroforézy v polyakrylamidovém gelu 
v přítomnosti SDS. 
3.3.1.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 
dodecylsíranu sodného 
Pro elektroforézu byl připraven 15% separační gel spojený s 5% zaostřovacím ge-
lem. Jejich složení je uvedeno v Tab. 1. Vzorky byly zahřáty na teplotu 95 °C po dobu 
5 min a následně centrifugovány na stolní centrifuze při 5 000× g po dobu 5 min. Do 
jamek gelu bylo naneseno 10 µl proteinového standardu a 12 µl od každého vzorku. 
Elektroforéza probíhala v prostředí Tris-glycin SDS pufru za konstantního proudu 
nejprve 15 mA na gel a po zaputování vzorků do separačního gelu byl proud zvýšen 
na 30 mA na gel. 
Tab. 1 Složení zaostřovacího (1 ml) a separačního (5 ml) gelu na SDS-PAGE 
složka 
objem (ml) 
5% zaostřovací gel 15% separační gel 
deionizovaná voda 0,68 1,1 
30% akrylamidová směs 0,17 2,5 
1,5M Tris (pH 8,8) – 1,3 
0,5M Tris (pH 6,8) 0,13 – 
10% dodecylsíran sodný (SDS) 0,01 0,05 
10% peroxosíran amonný (APS) 0,01 0,05 
TEMED 0,001 0,002 
Elektroforéza byla ukončena po cca 60 min, kdy barva z vzorkového pufru 
doputovala k čelu gelu. Pomocí barvicího roztoku s Coomassie Brilliant Blue bylo 
provedeno barvení po dobu 15 min s následným odbarvením pozadí pomocí odbar-
vovacího roztoku. Po dostatečném odbarvení byl gel vyfocen ve fotodokumentač-
ním boxu. Pro dlouhodobé uchování byly gely přeneseny do roztoku 1% kys. octové. 
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3.3.2 Purifikace 
3.3.2.1 Velkoobjemová produkce TEAD4-DBD long 
Do 20 ml sterilního tekutého LB média byl přidán kanamycin do finální koncentrace 
35 µg/ml a chloramfenikol do finální koncentrace 50 µg/ml. Pomocí sterilní pipeto-
vací špičky byla přenesena 1 kolonie transformovaných bakteriálních buněk (viz 
kap. 3.3.1.2) z Petriho misky do 20 ml tekutého LB média s antibiotiky. Buňky byly 
ponechány růst přes noc při 37 °C za souvislého třepání při rychlosti 200 ot./min. 
Byly připraveny 2 l tekutého LB média, které bylo rovnoměrně rozlito do 
4 Erlenmayerových baněk o objemu 2 l a média byla sterilizována za pomoci auto-
klávu. Do každé Erlenmayerovy baňky byl přidán kanamycin (výsledná koncentrace 
35 µg/ml) a chloramfenikol (výsledná koncentrace 50 µg/ml). Pomocí elektronic-
kého pipetovače bylo sterilní plastovou pipetou přidáno do každé baňky 5 ml noční 
kultury. Roztoky byly inkubovány při 37 °C za souvislého třepání při rychlosti 
200 ot./min. 
Průběžně byla měřena OD600 proti vodě a při dosažení OD600 = 0,8 byl k bu-
něčným kulturám přidán roztok isopropyl IPTG do výsledné koncentrace 0,05 mM. 
Následně byly buněčné kultury ponechány inkubovat po dobu 1 h při teplotě 30 °C 
při rychlosti třepání 200 ot./min. 
3.3.2.2 Izolace proteinů z bakteriální kultury 
Média s buňkami byla přelita do dvou centrifugačních kyvet o objemu 1 l a následně 
byla centrifugována na 2 000× g při 4 °C po dobu 15 min. K jedné z pelet bylo při-
dáno 50 ml lyzačního pufru, ve kterém byla těsně před použitím rozpuštěna tableta 
s inhibitory proteas, a peleta byla resuspendována. Vzniklá suspenze byla přelita do 
druhé kyvety a byla resuspendována i druhá peleta. 
Pro následnou dezintegraci buněk bylo vyzkoušeno více postupů a podmí-
nek; jsou tedy uvedeny níže v pořadí, v jakém byly testovány: 
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A. Rozbití buněk pomocí ultrazvukového homogenizátoru 
Suspenze buněk byla rozdělena do dvou centrifugačních kyvet o objemu 40 ml, 
které byly umístěny do ledu. Pomocí ultrazvukového homogenizátoru UP200S byly 
buňky vystaveny působení ultrazvuku v režimu pulzování (1 s sonikace následo-
vaná 1 s pauzou) s relativní amplitudou 0,75 po dobu 5 min, aby nedošlo k přehří-
vání roztoku. Tento postup byl pro každou kyvetu zopakován 3× pro celkovou dobu 
sonikace 15 min. 
Buněčný lyzát byl centrifugován na centrifuze Avanti J-26 XP po dobu 20 min 
na 40 000× g při 4 °C. Supernatant byl oddělen a dále purifikován pomocí afinitní 
chromatografie. 
B. Rozbití buněk pomocí ultrazvukového homogenizátoru a mražení 
Ultrazvukovým homogenizátorem UP200S byly buňky rozbíjeny v režimu 15 s so-
nikace následovaných 15 s pauzou. Toto bylo zopakováno celkem 10×. Suspenze 
byla následně 1 h mražena při teplotě –20 °C a poté byla sonikace se stejnými para-
metry zopakována (opět 10 cyklů). 
Buněčný lyzát byl centrifugován na centrifuze Avanti J-26 XP po dobu 20 min 
na 40 000× g při 4 °C. Supernatant byl oddělen a dále purifikován pomocí afinitní 
chromatografie. 
C. Rozbití buněk pomocí homogenizátoru EmulsiFlex 
Pomocí automatické pipety se špičkou o objemu 1 ml byla opakovaným na-
sáváním a vypouštěním buněčná suspenze homogenizována. Homogenizátor 
EmulsiFlex C-3 byl 3× promyt deionizovanou vodou a následně ekvilibrován lyzač-
ním pufrem. Buněčná suspenze byla homogenizována třemi průchody při tlaku 
1 100 bar. 
Po dokončení procesu rozbití buněk byla suspenze centrifugována na centri-
fuze Avanti J-26 XP po dobu 20 min na 40 000× g při 4 °C. Supernatant byl oddělen 
a filtrován přes filtry MiliPore o velikosti 0,45 µm a dále purifikován pomocí afinitní 
chromatografie. 
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3.3.2.3 Afinitní chromatografie 
Díky tomu, že konstrukt TEAD4-DBD long obsahuje polyhistidinovou kotvu, je 
možné jako purifikační krok využít afinitní chromatografii. 
Kolona naplněná nosičem TALON byla nejprve promyta 50 ml roztoku 
0,2M EDTA, čímž došlo k uvolnění kobaltnatých iontů a tedy vyvázání možných ne-
čistot po předchozím použití. Následovalo promytí 50 ml deionizované vody a opě-
tovné nabití kolony 50 ml 0,20 M roztoku CoCl2. Závěrečných 50 ml deionizované 
vody zabezpečilo vymytí zbylých nenavázaných kobaltnatých iontů. 
Nabitá kolona byla ekvilibrována příslušným lyzačním pufrem (podle jed-
notlivých variant postupu) o objemu cca 50 ml. Rozhodující zde bylo ustálení absor-
bance při 280 nm, která byla sledována po celou dobu afinitní chromatografie po-
mocí spektrofotometrického detektoru LCD 5000. Ustálená hodnota A280 po pro-
mytí pak byla použita jako referenční nula. Na takto připravenou kolonu byl naná-
šen buněčný lyzát (po dobu nanášky chlazen na ledu) a následovalo opět promývání 
lyzačním pufrem do opětovného ustálení A280. Poté byla kolona promyta promýva-
cím pufrem obsahujícím 30mM imidazol pro uvolnění proteinů, které se navázaly 
slabě či nespecificky, znovu až do ustálení absorbance. Elučním pufrem obsahujícím 
0,2M imidazol pak byly vymyty nejsilněji navázané proteiny. 
Jednotlivé frakce byly sbírány do předchlazených falkon umístěných na ledu. 
V případě varianty postupu využívající k rozbití buněk přístroj EmulsiFlex (viz 
kap. 3.3.2.2 – varianta C) byla po celou dobu afinitní chromatografie chlazena i celá 
kolona pomocí ledu. 
Pro následnou analýzu jednotlivých kroků afinitní chromatografie byly ode-
brány 10 µl vzorky, ke kterým bylo přidáno 10 µl 2× koncentrovaného vzorkového 
pufru pro SDS-PAGE (postup viz kap. 3.3.1.4). 
3.3.2.4 Štěpení polyhistidinové kotvy 
Pro eluované frakce byla pomocí absorbance při 280 nm (měřená na spektrofoto-
metru DeNovix DS-11 FX+) stanovena koncentrace proteinu a následně k nim byl 
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přidán roztok thrombinu tak, aby byla jeho výsledná aktivita v roztoku 1 U/mg pro-
teinu. Roztok byl poté 2× naředěn HEPES pufrem a ponechán štěpit 16 h při 4 °C. 
Respektive pro variantu C (viz kap. 3.3.2.2) byl roztok dialyzován v celulosové dia-
lyzační membráně proti 5 l HEPES pufru po dobu 16 h při 4 °C. 
Z roztoků po štěpení byl odebrán vzorek 10 µl, ke kterému bylo přidáno 
10 µl 2× koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE analýzu (postup viz 
kap. 3.3.1.4). 
3.3.2.5 Gelová permeační chromatografie 
Finálním purifikačním krokem byla gelová permeační chromatografie, díky které 
byl protein TEAD4-DBD long od zbytků odštěpené polyhistidinové kotvy a ostat-
ních kontaminačních proteinů. 
Kolona ENrich SEC 70 10 x 300 mm byla ekvilibrována 50 ml HEPES pufru. 
Roztok proteinu TEAD4-DBD long po štěpení byl zakoncentrován pomocí koncen-
tračních filtrů Amicon s filtrační mezí 3 000 Da. Koncentrování bylo provedeno při 
3 500× g a 4 °C do finálního objemu roztoku 500 µl. Pomocí stříkačky byl vzorek 
nanesen a za konstantního průtoku 0,7 ml/min byla kolona promývána HEPES 
pufrem. Prvotní frakce byly sbírány po 5 ml a po překročení absorbance při 280 nm 
nad hodnotu 20 mAU po 1 ml. 
Z vybraných frakcí (individuálně podle příslušného chromatogramu) byly 
odebrány vzorky 10 µl, ke kterým bylo přidáno 10 µl 2× koncentrovaného vzorko-
vého pufru pro SDS-PAGE analýzu (postup viz kap. 3.3.1.4). 
3.3.3 Hmotnostně spektrometrická analýza purifikovaného 
proteinu 
Vzorek purifikovaného proteinu TEAD4-DBD long byl analyzován pomocí hmot-
nostního spektrometru – ionizace byla provedena pomocí elektrospreje a analýza 
proběhla s využitím Fourierovy transformace ion cyklotronové resonance 
(ESI-FT-ICR MS). 
Pro redukci pozadí a šumu pro hmotnostně spektrometrickou analýzu byl 
vzorek odsolen pomocí Protein MicroTrap kolony. Kolona byla nejprve promyta 
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250 µl 50% MeOH, následně 250 µl 80% AcN s 1% kys. octovou, poté 250 µl 
1% kys. octové, znovu 250 µl AcN s 1% kys. octovou a na závěr 2× 250 µl 1% kys. 
octové. Padesát µl vzorku bylo smícháno s 50 µl 1% kys. octové a poté naneseno na 
kolonu. Protein, zachycený na koloně byl pak zbaven soli promytím kolony 
2× 250 µl 1% kys. octové. Odsolený protein byl z kolony eluován 75 µl 80% AcN 
s 1% kys. octovou do čisté mikrozkumavky. Před měřením byl takto zpracovaný 
vzorek ještě naředěn v poměru 1 díl vzorku, 3 díly 1% kys. octové a 1 díl 80% AcN 
s 1% kys. octovou. 
3.3.4 Ověření schopnosti proteinu TEAD4-DBD long vázat 
dvouřetězcovou DNA 
Pro ověření schopnosti vyprodukovaného proteinu TEAD4-DBD long vázat dvouře-
tězcovou DNA byla použita nativní polyakrylamidová elektroforéza. K otestování 
byl zvolen regulační úsek lidského genu CTGF (z angl. „connective tissue growth 
factor“). 
3.3.4.1 Příprava dvouřetězcové DNA 
Ze zásobních roztoků přímého (f, z angl. „forward“) a zpětného (r, z angl. „reverse“) 
oligonukleotidu o koncentracích 1 mM byl připraven 100µM roztok dsDNA smíse-
ním 10 µl CTGF f, 10 µl CTGF r a 80 µl deionizované vody. Směs byla zahřáta v ter-
mobloku na teplotu 95 °C po dobu 5 min a následně ponechána vychladnout při la-
boratorní teplotě. 
3.3.4.2 Tvorba komplexů proteinu TEAD4-DBD long s DNA 
a příprava vzorků pro nativní elektroforézu 
Roztok proteinu TEAD4-DBD long získaný po gelové permeační chromatografii byl 
pomocí 0,5 ml centrifugačních koncentrátorech s mezí filtrace 3 000 Da koncentro-
ván ve stolní centrifuze na 4 000× g při 4 °C až na finální koncentraci 100 µM. Kon-
centrace proteinu byla stanovena spektrofotometricky na spektrofotometru DeNo-
vix pomocí A280. Pro přepočet mezi hmotnostní a molární koncentrací byla uvažo-
vána relativní molekulová hmotnost TEAD4-DBD long (nyní již bez polyhistidinové 
kotvy) 15 437,76 Da. 
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Ze 100µM roztoku dsDNA byl připraven druhý roztok o koncentraci 10 µM 
smíšením 5 µl 100µM dsDNA s 45 µl deionizované vody. Takto připravené roztoky 
pak byly použity pro přípravu vzorků pro nativní gelovou elektroforézu. Rozpis ob-
jemů jednotlivých složek je uveden v Tab. 2. 
Tab. 2 Složení vzorků pro nativní gelovou elektroforézu. Ke všem vzorkům byly přidány 
2 µl vzorkového pufru. 
vzorek 











ssDNA f 1,2 (f) – – – 8,8 
ssDNA r 1,2 (r) – – – 8,8 
dsDNA – –  – – 
protein – – – 1 – 
3µM dsDNA 
+ protein 
– 3 – 1 6 
5µM dsDNA 
+ protein 
– 5 – 1 4 
10µM dsDNA 
+ protein 
– – 1 1 8 
20µM dsDNA 
+ protein 
– – 2 1 7 
40µM dsDNA 
+ protein 
– – 4 1 5 
3.3.4.3 Nativní gelová elektroforéza 
Byl připraven polyakrylamidový gel pro nativní gelovou elektroforézu, jehož 
složení je uvedeno v Tab. 3. 
Tab. 3 Složení gelu pro nativní gelovou elektroforézu pro celkový objem gelu 10 ml 
složka objem (ml) 
deionizovaná voda 5,0 
30% akrylamidová směs 4,0 
10× TBE (pH 8,3) 1,0 
10% peroxosíran amonný (APS) 0,08 
TEMED 0,008 
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Do jamek gelu bylo naneseno 12 µl od každého vzorku komplexů a DNA 
a 3 µl vzorku čistého proteinu. Nativní gelová elektroforéza probíhala v přítomnosti 
1× koncentrovaného TBE pufru za konstantního napětí 50 V a současného chlazení 
pomocí lázně led–voda. Elektroforéza byla ukončena po 90 min, kdy barva obsažená 
ve vzorkovém pufru doputovala přibližně do poloviny gelu. 
Následně bylo provedeno barvení pomocí barvy s obchodním názvem 
GelRed, která specificky barví nukleové kyseliny. Pracovní koncentrace barvy bylo 
dosaženo naředěním 15 µl této barvy v 50 ml deionizované vody. V této lázni byl gel 
bez přístupu světla barven 60 min. Ihned poté byl gel vyfotografován ve fotodoku-
mentačním boxu s použitím UV záření o vlnové délce 312 nm. Na závěr byl gel obar-
ven roztokem Coomassie Brilliant Blue po dobu 15 min. Po odbarvení pozadí v od-




4.1 Test produkce TEAD4-DBD long 
Pro ověření správné funkce vektoru pET 28(a)-TEAD4-DBD long a jeho 
schopnosti produkovat studovaný protein ve zvoleném bakteriálním systému E. coli 
BL21 (DE3) CodonPlus – RIPL, byl proveden test produkce. Osm vybraných kolonií 
buněk (vypěstovaných po transformaci plazmidem) bylo kultivováno v párových 
kulturách, z nichž vždy jedna byla indukována IPTG (výsledná koncentrace 
0,05 mM). Na Obr. 15 je zobrazen gel z SDS-PAGE analýzy jednotlivých vzorků. Uká-
zána jsou data pro první 4 páry vzorků – výsledky pro zbylé 4 páry jsou shodné. 
 
Obr. 15 Test produkce TEAD4-DBD long – gel z SDS-PAGE. S označuje proteinový 
standard, čísly 1–4 jsou označeny vzorky z jednotlivých kolonií, symbolem + jsou 
označeny kolonie indukované IPTG, symbolem – kolonie, které indukovány 
nebyly. Relativní molekulová hmotnost proteinu TEAD4-DBD long 
s polyhistidinovou kotvou je přibližně 17,3 kDa. Poloha proužku, který této 
hmotnosti odpovídá, je znázorněna šipkou. 
Předpokládána relativní molekulová hmotnost proteinu TEAD4-DBD long 
s polyhistidinovou kotvou je cca 17,3 kDa. Proužek zhruba odpovídající této hmot-
nosti je na gelu (viz šipka na Obr. 15) dobře patrný u všech vzorků, u kterých byla 
provedena indukce. Naopak u neindukovaných kultur tento proužek vidět není. 
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4.2 Purifikace 
4.2.1 Izolace proteinů z bakteriální kultury 
Protein TEAD4-DBD long byl produkován ve 2 l LB média při koncentraci IPTG jako 
induktoru 0,05 mM, teplotě 30 °C za stálého třepání 200 ot./min po dobu 1 h. 
A. Rozbití buněk pomocí ultrazvukového homogenizátoru 
Při prvních pokusech byl následován zavedený protokol, kdy byl k rozbití buněk 
použit ultrazvukový homogenizátor a lyzační pufr 1 (viz kap. 3.3.2.2, str. 41). Na 
Obr. 16 je reprezentativní gel z SDS-PAGE analýzy tohoto typu postupu. 
 
Obr. 16 Rozbíjení buněk sonikací (varianta A1) – gel z SDS-PAGE. 1 – proteinový 
standard; 2 – peleta po 1 h expresi; 3 – buněčný lyzát nanášený na kolonu pro 
afinitní chromatografii; 4 – frakce nezachycená na koloně; 5 – frakce vymytá 
promývacím pufrem; 6 – eluovaná frakce; 7 – proteinový standard. Šipka 
označuje polohu produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
Z Obr. 16 je patrné, že ačkoli k produkci proteinu TEAD4-DBD long v bakte-
riálních buňkách dochází (dráha 2), po rozbití buněk ho do supernatantu nanáše-
ného na kolonu (dráha 3) přechází jen velmi malé množství.  V samotném vzorku 
buněčného lyzátu nanášeného na kolonu pro afinitní chromatografii je na gelu 
z SDS-PAGE obtížně detekovatelný, jeho přítomnost je snadné vidět až ve vzorku po 
eluci (dráha 6), kdy byl protein koncentrován díky afinitní chromatografii. V této 
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dráze jsou též patrné další proteiny o nižší relativní molekulové hmotnosti, než je 
očekávaná pro konstrukt TEAD4-DBD long s polyhistidinovou kotvou (cca 17,3 kDa). 
Jako další postup byly srovnány dva různé lyzační pufry – fosfátový o pH 7,4 
(lyzační pufr 1) a HEPES o pH 8,0 (lyzační pufr 2). Gel z SDS-PAGE analýzy pro tento 
typ postupu je uveden na Obr. 17. Pro tyto pokusy bylo postupováno pouze po dru-
hou centrifugaci, která předchází afinitní chromatografii (ta už v tomto případě pro-
váděna nebyla), jelikož v této fázi bylo cílem nalezení vhodných podmínek pro roz-
bití buněk, aby byl zajištěn přechod co největšího množství vyprodukovaného pro-
teinu po rozbití buněk do volného roztoku. 
 
Obr. 17 Srovnání rozbití buněk ve fosfátovém vs. HEPES pufru (varianta A2) – gel 
z SDS-PAGE. 1 – proteinový standard; 2 – bakteriální peleta před indukcí IPTG; 
3 – peleta po 1 h expresi; 4 – LB médium 1 h po expresi; 5 – bakteriální peleta 
z první centrifugace; 6 – buněčný lyzát po sonikaci v přítomnosti fosfátového 
pufru; 7 – buněčný lyzát po sonikaci v přítomnosti HEPES pufru; 8 – peleta po 
druhé centrifugaci pro fosfátový pufr; 9 – supernatant z druhé centrifugace 
nanášený na kolonu pro afinitní chromatografii (fosfátový pufr); 10 – peleta po 
druhé centrifugaci pro HEPES pufr; 11 – supernatant z druhé centrifugace 
nanášený na kolonu pro afinitní chromatografii (HEPES pufr); 12 – proteinový 
standard. Šipka označuje polohu produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
Ani u jedné z drah se vzorky z nánosu buněčného lyzátu na kolonu pro afi-
nitní chromatografii není nijak výrazně viditelný (dráha 9 pro fosfátový pufr 
a dráha 11 pro HEPES pufr). Proužek odpovídající relativní molekulové hmotnosti 
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konstruktu TEAD4-DBD long s polyhistidinovou kotvou je možné pozorovat 
u vzorků z druhé centrifugace pro oba testované pufry (dráha 8 pro fosfátový pufr 
a dráha 10 pro HEPES pufr). 
B. Rozbití buněk pomocí ultrazvukového homogenizátoru a mražení 
Pro tuto variantu postupu byla po homogenizaci ultrazvukem bakteriální 
suspenze na 1 h mražena na –20 °C a poté ještě jednou sonikována. Na Obr. 18 je gel 
z SDS-PAGE analýzy srovnávající rozbití buněk s použitím pouze sonikace versus 
sonikace, mražení a druhé sonikace. V obou případech byl použit lyzační pufr 1 
(fosfátový pufr o pH 7,4). 
 
Obr. 18 Rozbití buněk pouze sonikací vs. sonikací + mražením (varianta B) – gel 
z SDS-PAGE. 1 – proteinový standard; 2 – bakteriální peleta před indukcí IPTG; 
3 – peleta po 1 h expresi; 4 – supernatant z první centrifugace; 5 – peleta z první 
centrifugace; 6 – peleta po druhé centrifugaci (sonikace); 7 – supernatant 
z druhé centrifugace nanášený na kolonu pro afinitní chromatografii (sonikace); 
8 – peleta po druhé centrifugaci (sonikace + mražení + sonikace); 
9 – supernatant z druhé centrifugace nanášený na kolonu pro afinitní 
chromatografii (sonikace + mražení + sonikace); 10 – proteinový standard. Šipka 
označuje polohu produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
V dráze 7 (nános na afinitní chromatografii – pouze sonikace) je proužek od-
povídající konstruktu TEAD4-DBD long s polyhistidinovou kotvou jen velmi málo 
viditelný. V dráze 9 (nános na afinitní chromatografii – sonikace, mražení, druhá so-
nikace) je tento proužek více patrný. 
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C. Rozbití buněk pomocí homogenizátoru EmulsiFlex 
Jako poslední varianta postupu rozbití bakteriálních buněk bylo testováno použití 
homogenizátoru EmulsiFlex. Gel z SDS-PAGE analýzy pro tento postup je na Obr. 19. 
 
Obr. 19 Rozbití buněk pomocí homogenizátoru EmulsiFlex (varianta C) – gel 
z SDS-PAGE. 1 – proteinový standard; 2 – bakteriální peleta před indukcí IPTG; 
3 – peleta po 1 h expresi; 4 – peleta po druhé centrifugaci; 5 – supernatant 
z druhé centrifugace nanášený na kolonu pro afinitní chromatografii. Šipka 
označuje polohu produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
Proužek odpovídající relativní molekulové hmotnosti konstruktu 
TEAD4-DBD long s polyhistidinovou kotvou byl detekován u vzorku z pelety po 
druhé centrifugaci (dráha 4) i u vzorku z nánosu na kolonu pro afinitní chromato-
grafii (dráha 5). 
Pro další pokusy byla zvolena metoda rozbití buněk pomocí homogenizátoru 
EmulsiFlex. 
4.2.2 Afinitní chromatografie a odštěpení polyhistidinové 
kotvy 
Polyhistidinová kotva na produkovaném konstruktu TEAD4-DBD long se specificky 
váže na Co2+ ionty. Na nosiči TALON nabitém těmito ionty je možné takový kon-
strukt zachytit a poté eluovat pomocí roztoku obsahujícím imidazol. 
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Buněčný lyzát získaný po rozbití buněk homogenizátorem EmulsiFlex byl 
centrifugován a získaný supernatant byl nanášen na kolonu za stálého chlazení na 
ledu. Průběh afinitní chromatografie byl sledován pomocí absorbance při 280 nm. 
Záznam reprezentativní afinitní chromatografie je uveden na Obr. 20. 
 
Obr. 20 Záznam průběhu afinitní chromatografie na koloně s nosičem TALON 
– kolona nabita Co2+ ionty, chlazeno ledem, průtok 1 ml/min. Na grafu je 
vynesena závislost relativní hodnoty absorbance při 280 nm na čase. Žlutě je 
podbarvena fáze nanášení buněčného lyzátu na kolonu, písmenem „L“ je pak 
označena jímaná frakce, ze které byl odebrán vzorek na SDS-PAGE; šedě je 
znázorněno promývání kolony lyzačním pufrem.; červeně vymytí kolony 
promývacím pufrem s 30mM imidazolem, písmenem „W“ je označena jímaná 
frakce; zeleně eluce 0,2M imidazolem, písmenem „E“ jímaná frakce. 
Na Obr. 21, str. 54 je zobrazen gel z SDS-PAGE analýzy celé velkoobjemové 




Obr. 21 Velkoobjemová produkce TEAD4-DBD long, gel z SDS-PAGE. 1 – proteinový 
standard; 2 – bakteriální peleta před indukcí IPTG; 3 – peleta po 1 h expresi; 
4 – peleta po druhé centrifugaci; 5 – supernatant z druhé centrifugace; 
6 – supernatant po filtraci (nanášený na kolonu pro afinitní chromatografii); 
7 – frakce nezachycená na koloně („L“); 8 – frakce vymytá promývacím 
pufrem („W“) – směsný vzorek, viz Obr. 22; 9 – eluovaná frakce („E“) – směsný 
vzorek, viz Obr. 22; 10 – frakce po dialýze a štěpení thrombinem. Šipka označuje 
polohu produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
Frakce vymyté promývacím pufrem byly zachyceny po 2× 10 ml, během 
eluce byly zachytávány frakce po 2 ml. Z frakcí eluovaných promývacím pufrem 
a z vybraných elučních frakcí byly odebrány vzorky na SDS-PAGE analýzu (Obr. 22). 
 
Obr. 22 SDS-PAGE analýza jednotlivých eluovaných frakcí. 1 – proteinový 
standard; 2 – nános na kolonu; 3–4 – frakce získané pomocí promývacího 
pufru; 5–11 – frakce získané pomocí elučního pufru. Šipka označuje polohu 
produkovaného proteinu TEAD4-DBD long. 
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Z gelu je patrné, že určitá část nespecificky navázaných proteinů byla z ko-
lony uvolněna při použití promývacího pufru (dráhy 3 a 4), ale velká část kontami-
nujících proteinů je přítomna i v eluci. Pro další zpracování byly spojeny frakce 
z drah 5–8, byl k nim přidán thrombin pro odštěpení polyhistidinové kotvy a roztok 
byl přes noc dialyzován proti 5 l HEPES pufru. Následně byl protein purifikován 
s použitím gelové permeační chromatografie. 
4.2.3 Gelová permeační chromatografie 
Poslední purifikační krok spočíval v gelové permeační chromatografii, kterou byl 
oddělen protein TEAD4-DBD long od thrombinu, zbytků odštěpené polyhistidinové 
kotvy a ostatních kontaminačních proteinů. 
Před nánosem na kolonu byl vzorek za stálého chlazení koncentrován. Prů-
běh gelové permeační chromatografie byl sledován pomocí absorbance při 280 nm. 
Na Obr. 23 je zobrazen záznam průběhu chromatografie. 
 
Obr. 23 Průběh gelové permeační chromatografie – kolona ENrich SEC 70 
10 × 300 mm, teplota 25 °C, HEPES pufr, průtok 0,7 ml/min, koncentrace vzorku 
9,8 mg/ml. Absorbance při 280 nm je znázorněna modře. V horní části je vidět 
rozdělení frakcí – frakce 2 o objemu 5 ml, další pak byly sbírány po 1 ml. 
Na průběhu gelové permeační chromatografie je vidět několik lokálních ma-
xim, spadajících do frakcí 4 až 5, který náleží proteinu či proteinům o vyšší moleku-
lové hmotnosti. Po něm následuje lokální maximum, které nemá jasně danou špičku 
a spadá do frakcí 6 až 9. Za účelem zjištění, jak se podařilo proteiny ve vzorku roz-
dělit, byly z frakcí 4 až 12 odebrány vzorky na SDS-PAGE analýzu, jejíž gel je zobra-
zen na Obr. 24, str. 56. 
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Obr. 24 Gel z SDS-PAGE analýzy jednotlivých frakcí z gelové permeační 
chromatografie. S – proteinový standard; nános – nános na kolonu; 
4–12 – jednotlivé eluované frakce. Šipka označuje polohu produkovaného 
proteinu TEAD4-DBD long. 
Z gelu na Obr. 24 je vidět, že gelovou permeační chromatografií byly oddě-
leny neznámé kontaminační proteiny o relativní molekulové hmotnosti cca 75, 65 
a 25 kDa (frakce 4 a 5) od proteinu TEAD4-DBD long (frakce 7 až 12). Spolu s prouž-
kem odpovídajícím produkovanému proteinu se v těchto drahách na gelu objevuje 
i výraznější proužek odpovídající relativní molekulové hmotnosti zhruba 34 kDa. 
Ten se nachází již ve vzorku z nánosu na kolonu. 
Před dalšími experimenty byla frakce 7 analyzována pomocí hmotnostní 
spektrometrie o vysokém rozlišení. 
4.3 Hmotnostně spektrometrická analýza purifikovaného 
proteinu 
Vzorek frakce 7 z gelové permeační chromatografie byl odsolen, okyselen a ná-
sledně analyzován pomocí hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením v uspo-
řádání ESI-FT-ICR. Získané hmotnostní spektrum je uvedeno v Příloze 1. 
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Analýzou bylo získáno velké množství překrývajících se signálů, pomocí soft-
warového vyhodnocení byly identifikovány jednotlivé formy proteinu TEAD4-DBD 
long (viz Tab. 4). 
Tab. 4 Zpracované signály z hmotnostně spektrometrické analýzy. Dekonvulované hodnoty 
relativní molekulové hmotnosti byly seřazeny dle intenzity signálu v naměřeném 
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6 6344,12 6343,11 0 
GSHMALDKPIDNDAEGVWSPDIEQSFQEAL 
AIYPPCGRRKIILSDEGKMYGRNELIA 










Pomocí získaných relativních molekulových hmotností jednotlivých forem 
byly určeny jejich sekvence. Níže jsou uvedeny první tři identifikované formy, které 
dohromady tvoří 89 % zastoupení v naměřeném spektru. 
Nejzastoupenější forma proteinu TEAD4-DBD long (55 %) měla relativní 
molekulovou hmotnost 11 999,38 Da. Část proteinu odpovídající této hmotnosti je 
v sekvenci konstruktu TEAD4-DBD long vyznačena na Obr. 25, str. 58. 
58 
 
Obr. 25 Primární sekvence konstruktu TEAD4-DBD long s vyznačením 
nejzastoupenějšího fragmentu (podtržení). Žlutá – polyhistidinová kotva; 
modrá – štěpné místo pro thrombin; šedé podbravení – DNA vazebná doména. 
Dolní číselný index značí počátek TEAD4-DBD long, dle pořadí aminokyseliny 
v sekvenci TEAD4. Přidaná polyhistidinová kotva se štěpným místem pro 
thrombin je číslována záporně. 
Jak je z vyznačené sekvence patrné, štěpení thrombinem vedlo k úspěšnému 
oddělení polyhistidinové kotvy. Této formě proteinu TEAD4-DBD long ale schází 
34 aminokyselin z C-konce, DNA vazebná doména však zůstává kompletní. 
Druhá nejzastoupenější forma (18 %) odpovídá relativní molekulové hmot-
nosti 13 130,94 Da. Sekvence této formy je vyznačena na Obr. 26. 
 
Obr. 26 Primární sekvence konstruktu TEAD4-DBD long s vyznačením druhého 
nejzastoupenějšího fragmentu (podtržení). Žlutá – polyhistidinová kotva; 
modrá – štěpné místo pro thrombin; šedé podbravení – DNA vazebná doména. 
Dolní číselný index značí počátek TEAD4-DBD long, dle pořadí aminokyseliny 
v sekvenci TEAD4. Přidaná polyhistidinová kotva se štěpným místem pro 
thrombin je číslována záporně. 
I u této formy proběhlo štěpení thrombinem v pořádku, z C-konce ovšem 
schází 22 aminokyselin, DNA vazebná doména je i v případě tohoto fragmentu 
nedotčená. 
Třetí nejzastoupenější forma (16 %) odpovídá fragmentu s relativní moleku-
lovou hmotností 6 272,08 Da. Příslušná část je vyznačena v sekvenci konstruktu na 
Obr. 27, str. 59. 
59 
 
Obr. 27 Primární sekvence konstruktu TEAD4-DBD long s vyznačením třetího 
nejzastoupenjšího fragmentu (podtržení). Žlutá – polyhistidinová kotva; modrá 
– štěpné místo pro thrombin; šedé podbravení – DNA vazebná doména. Dolní 
číselný index značí počátek TEAD4-DBD long, dle pořadí aminokyseliny v sekvenci 
TEAD4. Přidaná polyhistidinová kotva se štěpným místem pro thrombin je 
číslována záporně. 
Tento fragment je tvořen pouhými 56 aminokyselinami nacházejícími se na 
N-konci a větší část konstruktu chybí.  Z vyznačené sekvence je také zřejmé, že tento 
fragment obsahuje pouze zhruba polovinu DNA vazebné domény. 
Zbylé identifikované signály náležely dalším fragmentům proteinu 
TEAD4-DBD long, jejich signály však měly již výrazně nižší intenzitu. Žádný z iden-
tifikovaných signálu neodpovídal plnodélkovému konstruktu (relativní molekulová 
hmotnost 15 428,07 Da). 
4.4 Ověření schopnosti TEAD4-DBD long vázat 
dvouřetězcovou DNA 
Schopnost vazby dvouřetězcové DNA byla ověřena pomocí nativní gelové elektro-
forézy. Tato metoda využívá předpokladu, že nativní protein gelem putuje pouze po 
navázání na záporně nabitou molekulu DNA. Komplex protein–DNA pak díky své 
vyšší molekulové hmotnosti gelem putuje pomaleji než samotná DNA. 
Pro ověření vazby byl zvolen oligonukleotid pocházející z regulačního úseku 
lidského genu CTGF (z angl. „connective tissue growth factor“). 
Výsledný gel, na kterém byla specificky obarvena DNA pomocí barvy GelRed, 
je zobrazen na Obr. 28, str. 60. Komplex dsDNA–protein je možné pozorovat již od 
nejnižší koncentrace DNA (dráha 6). Od koncentrace DNA 10 µM výše (dráhy 8 až 




Obr. 28 Gel z nativní elektroforézy barvení pomocí GelRed. 1 – ssDNA f; 2 – ssDNA r; 
3 – dsDNA; 4 – protein kontrola; 5 – prázdná dráha; 6 – 3µM DNA + 10µM 
protein; 7 – 5µM DNA + 10µM protein; 8 – 10µM DNA + 10µM protein; 9 – 20µM 
DNA + 10µM protein; 10 – 40µM DNA + 10µM protein. 
Na závěr byl gel obarven barvou Coomassie Brilliant Blue pro vizualizaci 
proteinu (Obr. 29). Na gelu je tak vidět protein, který se nacházel v komplexu s DNA, 
a proto zaputoval do gelu. Jeho mobilita odpovídá signálům komplexu barveného 
na přítomnost DNA. 
 
Obr. 29 Gel z nativní elektroforézy barvený pomocí Coomassie Brilliant Blue. 
1 – ssDNA f; 2 – ssDNA r; 3 – dsDNA; 4 – protein kontrola; 5 – prázdná dráha; 
6 – 3µM DNA + 10µM protein; 7 – 5µM DNA + 10µM protein; 8 – 10µM DNA + 
10µM protein; 9 – 20µM DNA + 10µM protein; 10 – 40µM DNA + 10µM protein.  
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5 Diskuze 
Transkripční faktory hrají klíčovou úlohu v zajišťování buněčných pochodů, udržo-
vání stálosti vnitřního prostředí, reakcích na okolní podněty a řízení osudu buňky 
[1,4]. Tento systém se svou nezbytnou komplexností ale také může stát zdrojem 
řady závažných komplikací, pokud je například porušena signalizace, která zmíněné 
procesy spravuje. Z tohoto důvodu jsou transkripční faktory předmětem zkoumání 
biochemie a strukturní biologie, kdy je pochopení jejich fungování základním před-
pokladem pro případný terapeutický zásah na této úrovni. 
Rodina transkripčních faktorů TEAD se podílí na expresi genů zodpovědných 
za růst, dělení a diferenciaci buněk či bránění apoptose [1,73]. Funkce faktorů TEAD 
je regulována na úrovni interakce s jejich koaktivátory pomocí konzervované sig-
nalizační dráhy Hippo [3,67]. Porušení regulace těchto transkripčních faktorů má 
přímou souvislost s řadou nádorových onemocnění [67]. Jedna ze strategií regulace 
aktivity transkripčních faktorů TEAD je v ovlivnění interakce s jejich koaktivátory 
[64]. Alternativně je možné se zaměřit na vazbu transkripčních faktorů TEAD na 
DNA. Struktura DNA vazebné domény byla již odhalena s pomocí nukleární magne-
tické resonance a rentgenové krystalografie, konkrétní strukturní dynamika inter-
akce této domény s DNA nebyla doposud zcela objasněna [5,6]. 
V rámci této diplomové práce byla připravována DNA vazebná doména lid-
ského transkripčního faktoru TEAD4 prodloužená o úsek propojující tuto doménu 
s transaktivační doménou, viz sekvence na Obr. 4, str. 19. Ačkoli je DNA vazebná 
doména v rámci rodiny transkripčních faktorů TEAD téměř identická, jednotliví zá-
stupci se mírně liší ve svém DNA vazebném profilu (viz Obr. 30). 
 
Obr. 30 Porovnání preferovaných vazebných DNA sekvencí pro TEA1 (vlevo) 
a TEAD4 (vpravo). Převzato a upraveno [54]. 
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Tato mírná variabilita mezi zástupci rodiny faktorů TEAD by mohla být dána 
aminokyselinovou sekvencí úseků, které spojují DNA vazebnou doménu s transak-
tivační doménou, což už bylo dříve pozorováno (Lee, 2014). U proteinu TEAD4-DBD 
long by pak návazně měly být zkoumány interakce s různými motivy DNA a porov-
nány rozdíly mezi jednotlivými transkripčními faktory rodiny TEAD. 
Protein TEAD4-DBD long byl produkován v bakteriálním expresním kmenu 
E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. Tento bakteriální kmen byl použit autory NMR 
strukturní analýzy DNA vazebné domény a jeho vhodnost byla potvrzena i naší la-
boratoří [5]. 
Testem produkce byla potvrzena exprese proteinu TEAD4-DBD long u cíleně 
indukovaných buněk pomocí IPTG. Z porovnání indukovaných a neindukovaných 
frakcí je patrný úbytek ostatních bakteriálních proteinů na úkor produkovaného 
TEAD4-DBD long. Lze tak usuzovat, že expresní aparát buněk byl zaměstnán pro-
dukcí cílového proteinu a samotný růst a dělení buněk bylo upozaděno. 
Během velkoobjemové produkce nastala komplikace při rozbíjení bakteriál-
ních buněk, kdy po použití ultrazvukového homogenizátoru zůstával protein 
TEAD4-DBD long z velké části v bakteriální peletě (viz Obr. 16, str. 49) a jeho vý-
těžky tak nebyly dostačující pro další purifikační kroky a následné experimenty. 
V gelu z SDS-PAGE analýzy bylo zároveň u frakce eluované z kolony pro afinitní 
chromatografii pozorováno větší množství proužků odpovídajících nižším relativ-
ním molekulovým hmotnostem, než jaká přísluší produkovanému konstruktu. 
S největší pravděpodobností se jedná o produkty částečné degradace proteinu 
TEAD4-DBD long. 
Za účelem zvýšení výtěžku produkovaného proteinu bylo testováno rozbití 
buněk ultrazvukovým homogenizátorem v prostředí odlišného pufru – fosfátový 
pufr vs. HEPES pufr. Mezi těmito pufry ovšem nebyl pozorován žádný rozdíl (viz 
Obr. 17, str. 50) a většina produkovaného proteinu po centrifugaci bakteriální su-
spenze vzniklé rozbitím buněk zůstává v peletě. Je tak možné, že rozbití buněk po-
mocí ultrazvukového homogenizátoru není optimální metoda pro získání proteinu 
TEAD4-DBD long. 
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V další variantě byl testován jiný režim ultrazvukové homogenizace v kom-
binaci s mražením bakteriální suspenze na –20 °C. Při porovnání tohoto přístupu 
s použitím pouze ultrazvukového homogenizátoru (viz Obr. 18, str. 51) je patrné, že 
při použití mražení je do supernatantu uvolněno větší množství produkovaného 
proteinu než při použití pouze ultrazvukového homogenizátoru. Ani tento výtěžek 
však není dostačující. 
Třetím přístupem při rozbití buněk bylo využití homogenizátoru EmulsiFlex, 
který využívá prudké změny tlaku k disrupci membrán. Výhoda této metody spo-
čívá v lepší reprodukovatelnosti, kdy jediným regulovatelným parametrem je ho-
mogenizační tlak. Ačkoli i při použití této metody zůstává nezanedbatelná část pro-
teinu TEAD4-DBD long v bakteriální peletě, bylo zároveň docíleno nejvyššího po-
dílu produkovaného proteinu v supernatantu, který byl dále purifikován s použitím 
afinitní chromatografie. 
Ačkoli byly vyzkoušeny různé způsoby rozbití buněk za účelem co největšího 
výtěžku proteinu, jeho velká část po následné centrifugaci zůstávala v peletě. Je 
pravděpodobné, že produkovaný protein je v E. coli agregován do buněčných in-
kluzí. Možným řešením by mohlo být snížení teploty, za které je protein exprimován 
(např. 16 až 24 °C). 
Při afinitní chromatografii byla využita přítomnost polyhistidinové kotvy na 
produkovaném konstruktu TEAD4-DBD long k jeho zachycení na koloně pomocí 
Co2+ iontů. Jak je patrné z Obr. 22, str. 54 použitím promývacího pufru s 30mM imi-
dazolem byly z kolony uvolněny slabě navázané bakteriální proteiny. Elučním 
pufrem s 0,2M imidazolem pak byl uvolněn z větší části především TEAD4-DBD 
long, spolu s ním, ale také některé další bakteriální proteiny, které nejspíš přirozeně 
obsahují několik histidinů za sebou. V drahách 5 až 11 je pak možné kromě proužku 
odpovídajícímu relativní molekulové hmotnosti konstruktu TEAD4-DBD long s po-
lyhistidinovou kotvou pozorovat další výrazné proužky, jejichž pozice na gelu od-
povídá částečně rozpadlým formám produkovaného proteinu. Z porovnání veli-
kostí těchto proužků je možné usuzovat, že již po eluci z kolony při afinitní chroma-
tografii je větší část produkovaného proteinu rozpadlá. 
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Posledním purifikačním krokem byla gelová permeační chromatografie, při 
které byl oddělen TEAD4-DBD long (s již odštěpenou polyhistidinovou kotvou) od 
zbylých kontaminačních proteinů. Průběh gelové permeační chromatografie sledo-
vaný pomocí absorbance při 280 nm (Obr. 23, str. 55) vykazuje dva vrcholky. První 
relativně souměrný, s jasným maximem, spadající do frakcí 4 a 5 a druhý rozkláda-
jící se přes frakce 6 až 9, který nemá jasně dané maximum. Chromatogram tak na-
značuje, že došlo k rozdělení minimálně dvou proteinů o různých velikostech. 
Z SDS-PAGE gelu jednotlivých frakcí (Obr. 24, str. 56) je zřejmé, že se podařilo od-
dělit neznámé kontaminační proteiny o relativní molekulové hmotnosti cca 75, 65 
a 25 kDa (dráhy 4 a 5). V dalších drahách se kromě očekávaného proužku okolo 
15 kDa objevuje i proužek jehož poloha na gelu odpovídá zhruba 34 kDa. Je neprav-
děpodobné, aby po gelové permeační chromatografii došlo k eluci dvou proteinů 
s takto rozdílnou velikostí ve stejný čas, obzvlášť pokud byl z kolony v dřívějších 
frakcích eluován protein o velikosti 25 kDa. S přihlédnutím k faktu, že se tento pruh 
odpovídající zhruba 34 kDa objevuje až ve frakcích, které zároveň obsahují i protein 
TEAD4-DBD long, jedná se s největší pravděpodobností o určitou formu dimerů, 
které v jednotlivých frakcích vznikly až po eluci z kolony, či během přípravy vzorků 
na SDS-PAGE. 
Vzorek proteinu získaný po gelové permeační chromatografii byl analyzován 
pomocí hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením, která potvrdila přítom-
nost proteinu TEAD4-DBD long. Zároveň však ukázala značnou míru degradace pro-
teinu, jelikož více než polovinu signálu identifikovaných forem tvořil fragment o re-
lativní molekulové hmotnosti 11 999,38 Da, který postrádá 34 aminokyselin 
z C-konce. Druhý nejsilnější signál (18 %) náležel formě o hmotnosti 13 130,94 Da 
– ta postrádá 22 aminokyselin z C-konce. U obou těchto forem jejich zkrácení neza-
sahovalo do DNA vazebné domény. Třetí nejsilnější signál (15 %) odhalil přítom-
nost fragmentu velikého pouhých 6 272,08 Da, jenž byl tvořen pouhými 56 amino-
kyselinami z N-konce proteinu a jeho DNA vazebná doména tak nebyla kompletní. 
Další identifikované signály náležely dalším fragmentům proteinu TEAD4-DBD 
long. Signál odpovídající plnodélkovému konstruktu se nepodařilo detekovat vůbec. 
Tyto výsledky tak potvrzují nestabilitu proteinu, která byla pozorována již 
na SDS-PAGE gelech. Tato zkrácení je možné přisuzovat faktu, že degradace probíhá 
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zejména na C-konci, který je nestrukturovaný a může tak být termodynamicky 
méně stabilní. Třetí identifikovaný fragment má výrazně nižší hmotnost než před-
chozí dva – nabízí se tedy znovu otázka, jak je možné, že byl z kolony během gelové 
permeační chromatografie eluován ve stejný čas. Je možné, že protein je natolik ne-
stabilní, že proces degradace probíhá samovolně i po gelové permeační chromato-
grafii, kdy už je vysoce nepravděpodobné, že by tato degradace mohla být způso-
bena např. přítomností proteolytických enzymů v roztoku. Na stabilitu proteinu 
může mít vliv i použití acetonitrilu o vysoké koncentraci při odsolování během pří-
pravy vzorku na analýzu pomocí hmotnostní spektrometrie. 
Stabilita C-koncové oblasti proteinu by mohla být zvýšena změnou délky va-
riabilní části v konstruktu. Případným zkrácením by ovšem byla snížena relevant-
nost experimentů, které by s takovou formou byly prováděny. Prodloužení této sek-
vence by bylo možné o dalších 50–60 aminokyselin, poté již nastupují beta struk-
tury transaktivační domény. 
K ověření schopnosti vázat dsDNA byla využita nativní gelová elektroforéza. 
Experiment byl proveden s M-CAT motivem pocházejícím z genu CTGF. Na gelu bar-
veném pomocí barvy GelRed (Obr. 28, str. 60) je jasně vidět zadržení DNA v kombi-
naci s proteinem oproti volné DNA. S rostoucí koncentrací DNA se i v drahách s pro-
teinem objevují proužky odpovídající volné DNA, což značí, že protein již nebyl 
schopen vázat veškerou přítomnou DNA. Toto je možné pozorovat i v dráze 8, kde 
je koncentrace DNA i TEAD4-DBD long shodně 10 µM. Jak bylo ale zjištěno pomocí 
hmotnostní spektrometrie s vysokou účinností, protein TEAD4-DBD long se během 
své degradace způsobené nestabilitou rozpadá i na formy, které nemají DNA vazeb-
nou doménu kompletní. Tyto formy pak nejsou schopné vázat DNA, což se projeví 




V bakteriálním kmenu buněk Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL byla pro-
dukována prodloužená DNA vazebná doména transkripčního faktoru TEAD4. 
Protein byl dále purifikován pomocí afinitní chromatografie a gelové per-
meační chromatografie. Získaný protein byl charakterizován pomocí hmotnostní 
spektrometrie a byly popsány tři nejzastoupenější formy. Ve všech případech byl 
N-konec (včetně zbytku místa pro štěpení thrombinem) nedotčen a protein byl de-
gradován od C-konce produkovaného konstruktu. První z forem (55 %) obsahovala 
aminokyseliny 30–131 TEAD4, druhá nejzastoupenější forma (18 %) obsahovala 
aminokyseliny 30–144 a třetí forma (16 %) obsahovala aminokyseliny 30–81. 
U produkovaného proteinu byla ověřena schopnost vázat dvouřetězcovou 
DNA. Schopnost vazby byla nižší než předpokládaná, což odpovídá degradaci 
proteinu, která byla zjištěna pomocí hmotnostní spektrometrie, kdy třetí 
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Hmotnostní spektrum proteinů z frakce 7 z gelové permeační chromatografie. 
Vyznačeny jsou majoritní nábojové stavy pro tři nejzastoupenější fragmenty 
proteinu TEAD4-DBD long. Pro první nejzastoupěnjší formu (11 999,38 Da) 
symbolem ● zeleně, pro druhou (13 130,94 Da) symbolem @ černě a pro třetí 
(6 272,08 Da) symbolem # modře. 
 
